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1 Einleitung 
1 Einleitung 
1.1 Pflanzenkrankheiten und ihre Bedeutung 
Pflanzenkrankheiten werden u.a. durch Viren, Viroide und Mikroorganismen wie Bakterien 
und Pilze hervorgerufen und führen in der Land- und Forstwirtschaft sowie im Gartenbau 
immer wieder zu beträchtlichen Ertragsverlusten.  
Die durch Pflanzenviren verursachten jährlichen Ertragseinbußen betragen weltweit 
schätzungsweise 15 Milliarden US$, wobei je nach Viruserkrankung bis zu 80% der 
erwarteten Ernteerträge verloren gehen können (Winner, 1984).  
Bakterielle und pilzliche Schädlinge können teilweise durch spezielle Chemikalien wie 
Bakterizide und Fungizide bekämpft werden. Allerdings führt der großflächige Einsatz zu 
beträchtlichen Störungen des ökologischen Gleichgewichts, und langfristig treten in vielen 
Fällen Resistenzen der zu bekämpfenden Organismen gegenüber diesen Wirkstoffen auf. 
Daher sollten alternative Bekämpfungsmaßnahmen, wie z.B. der Einsatz von Hyperparasiten 
im Rahmen des integrierten Pflanzenschutzes, die Verwendung von resistenten 
Pflanzensorten oder die Vermeidung von Monokulturen sowie geeignete Fruchtwechsel 
favorisiert werden. Auch wenn der Einsatz von Chemikalien möglichst vermieden werden 
sollte, kann er bei Versagen anderer Maßnahmen meist eine epidemieartige Verbreitung der 
Schädlinge verhindern. 
Da Viren keinen eigenen Stoffwechsel besitzen, gestaltet sich die Virusbekämpfung im 
Allgemeinen sehr viel komplizierter. Durch Einsatz von chemischen Pflanzenschutzmitteln ist 
allenfalls die Bekämpfung der Virusüberträger, nicht aber der Viren selbst möglich. 
Um die Ausbreitung von Viruserkrankungen zu limitieren, sind Präventivmaßnahmen wie die 
Verwendung virusfreien Saatguts, die Desinfektion der Bearbeitungsgeräte sowie die 
Beseitigung und Vernichtung abgestorbener, virusinfizierter Pflanzen, bewährte Hilfsmittel. In 
einigen Fällen kann die Hitzeempfindlichkeit mancher Viren für eine Wärmetherapie 
infizierter Pflanzen genutzt werden. Einige Pflanzen können auch durch Explantation des 
apikalen Meristems mit anschließender Regeneration der Pflanze virusfrei gemacht werden. 
Allerdings haben diese Methoden nicht immer den gewünschten durchschlagenden Erfolg 
bei der Vermeidung von Virusinfektionen. 
 
Zu den pflanzeneigenen Abwehrmechanismen nach dem Virusbefall gehört die 
Hypersensitivitäts-Reaktion (HR). Die infizierten Zellen und ihre Umgebung reagieren mit 
einer schockartigen Produktion von zelltoxischen und nekrotisierenden Substanzen, um das 
Virus am Infektionsort einzugrenzen und somit das übrige System zu schützen (Culver et al., 
1991). Für solche Hypersensitivitäts-Reaktionen sind Resistenzgene, wie z.B. das N-Gen 
1 
1 Einleitung 
von Nicotiana tabacum verantwortlich, welches nach Infektion der Pflanze durch das 
Tabakmosaikvirus (Tobacco mosaic virus, TMV) mit der TMV Helikase interagiert und 
dadurch aktiviert wird (Whitham et al., 1994; Erickson et al., 1999a; Erickson et al., 1999b).  
Es konnte gezeigt werden, dass die heterologe Expression des N-Gens in Tomate 
erfolgreich eine Hypersensitivitäts-Reaktion bei TMV-Infektion auslösen kann und somit zur 
Resistenz der Pflanze gegenüber diesem Virus führt (Whitham et al., 1996). Andere 
bekannte Resistenzgene sind Tm-1, welches durch die Replikase des Tomato mosaic 
tobamovirus (ToMV) in Tomaten aktiviert wird (Hamamoto et al., 1997) und Tm-2, welches 
durch das „Movement“-Protein des ToMV induziert wird (Weber & Pfitzner, 1998). Dagegen 
wird die Avirulenz des Potato virus X (PVX) durch das Hüllprotein (CP) in den Kartoffellinien 
vermittelt, die entweder das Rx1 oder das Rx2 Resistenzgen tragen (Bendahmane et al., 
1995; Luderer & Joosten, 2001). 
Nach Infektion durch manche Viren werden vermehrt sogenannte „pathogenesis related 
proteins“ (PRP) in der Pflanze gefunden, die sekretiert werden und in der Vakuole oder den 
extrazellulären Zwischenräumen vorliegen (Heitz et al., 1994; Stintzi et al., 1993). Da die 
Produktion von PRP jedoch auch durch Viroide, Bakterien, Pilze oder unter 
Stressbedingungen hervorgerufen werden kann, ist diese Reaktion nicht virusspezifisch. In 
verschiedenen Pflanzenarten kann die Anwesenheit von PRP mit der Ausbildung einer 
Resistenz gegen Sekundärinfektionen einher gehen (Legrand et al., 1987; White & Antoniw, 
1991). Diese, durch PRP vermittelte, systemische Resistenz wird oft auch als „systemic 
acquired resistance“ (SAR) bezeichnet (Ryals et al., 1996; Ward et al., 1991). 
 
Der Prozess der klassischen Einkreuzung von Resistenzgenen - meist aus Wildpflanzen - 
kann sehr langwierig und kostenintensiv sein. Oftmals werden dadurch auch unerwünschte 
Eigenschaften, bis hin zur Anfälligkeit gegenüber anderen Viren, mit übertragen oder es 
gehen gewünschte Eigenschaften der Kultursorten verloren. Daher gewinnen gentechnische 
Verfahren zur Erzeugung von Virusresistenzen zunehmend an Bedeutung. Ein Ansatzpunkt 
ist dabei die pathogenvermittelte Resistenz („pathogen derived resistance“), die auf der 
Inkorporation von zum Teil modifizierten Virusgenomteilen in das Genom einer höheren 
Pflanze beruht (Fitchen & Beachy, 1993; Lomonossoff, 1995). Die dadurch hervorgerufene, 
transgene Überproduktion der – u.U. nicht mehr funktionellen - viruseigenen Komponenten 
wie Hüllproteinen („coat protein mediated resistence“, Beachy, 1999; Lu et al., 1998; Miller & 
Hemenway, 1998; Savenkov & Valkonen, 2001), Transport- („Movement“-)Proteinen (Cooper 
et al., 1995; Seppanen et al., 1997) oder Replikasen (Longstaff et al., 1993; Palukaitis & 
Zaitlin, 1997) kann eine (partielle) Resistenz gegenüber dem Pathogen auslösen. Teilweise 
wurde jedoch festgestellt, dass die Resistenz nicht durch die Translationsprodukte, sondern 
durch die Transkripte selbst hervorgerufen wurde (Bruening, 1998; Han et al., 1999; Lindbo 
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& Dougherty, 1992). Diese Entdeckung führte zu der Annahme, dass zur Erzeugung einer 
Resistenz die heterologe Expression von viralen Proteinen oder Fragmenten nicht unbedingt 
erforderlich ist, und der Begriff der RNS-vermittelten Resistenz durch „gene silencing“ wurde 
geprägt (Meins & Kunz, 1995). Dabei handelt es sich in diesem Zusammenhang gewöhnlich 
um „RNA silencing“ (Voinnet, 2001), einem speziellen Fall des „gene silencing“, in dem die 
RNS eines Transgens und des homologen viralen Genoms koordiniert supprimiert werden. 
Daneben wird RNS „gene silencing“ z.B. durch die Produktion von „anti-sense“-RNS 
(Bejarano et al., 1992; Day et al., 1991) oder durch dsRNS (Levin et al., 2000; Waterhouse 
et al., 1998) ausgelöst, wobei dies immer mit einem sequenzspezifischen Abbau der RNS im 
Cytoplasma einher geht (Baulcombe, 2002). 
Die Integration von viralen Sequenzen in das Genom der Pflanze, kann jedoch zu 
nachteiligen Nebeneffekten führen. So löst z.B. die Expression von Transportproteinen eine 
Erhöhung der Virus-Produktion aus. Insbesondere bei Virusmutanten, die einen Defekt im 
eigenen Transportprotein besitzen, kommt es oft zu einer Komplementation (Deom et al., 
1994). Auch die Entstehung von Viren, z.B. durch Transkapsidierung, der geordneten 
Zusammenlagerung von RNS anderer Herkunft mit den in Pflanzen produzierten Virus-
Hüllproteinen, ist nicht auszuschließen (Wolfenbarger & Phifer, 2000). Außerdem kann es 
durch Rekombination zwischen dem Transgen bzw. dem Transkript der Pflanze und dem 
Genom eingedrungener Viren zur Entstehung neuer Viren mit z.T. neuen Wirtsspektren 
und/oder höherer Virulenz kommen (Adair & Kearney, 2000; Greene & Allison, 1994; 
Wintermantel & Schoelz, 1996). 
Die durch pflanzliche Expression viraler Sequenzen auftretenden Risiken sind nur durch eine 
komplette Vermeidung solcher Ansätze zu umgehen. Eine sicherere Alternative stellt z.B. die 
pflanzliche Expression von pathogenspezifischen Immunglobulinen dar, die zu einer 
bedeutenden Verringerung der Virusinfektion führen kann (Fecker et al., 1997; Schillberg et 
al., 2001; Tavladoraki et al., 1993; Zimmermann et al., 1998). 
 
Bei der Entwicklung effektiver Kontroll- und Bekämpfungsstrategien ist die Verfügbarkeit 
zuverlässiger Methoden zur Identifikation und Detektion von Pflanzenviren besonders 
wichtig. So wird z.B., um das Ausmaß einer vermittelten Virusresistenz festzustellen, der 
Infektionsgrad der Pflanze im Vergleich zur Kontrolle (z.B. der nicht resistenten Pflanze) 
ausgewertet. Der Virustiter gibt Aufschluss darüber, ob durch eine Bekämpfungsmaßnahme 
eine Verminderung oder sogar eine vollkommene Unterdrückung der Virusinfektion erreicht 
wurde. Der routinemäßig durchgeführte Nachweis von Viruserkrankungen ist insbesondere 
für Präventivmaßnahmen, wie z.B. der Definition von virusfreiem Saatgut, wichtig. 
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1.1.1 Beet necrotic yellow vein virus (BNYVV) 
Das Beet necrotic yellow vein virus (BNYVV) gehört zu den insgesamt acht bekannten 
stäbchenförmigen (+)-Strang RNS-Viren, die durch Plasmodiophoromyceten übertragen 
werden. Die von BNYVV verursachte Erkrankung Rizomanie (italienisch Rizomania = 
Wurzelsucht, auch als „root madness“ bezeichnet) der Zuckerrübe (Beta vulgaris L.) wurde 
zuerst in Italien entdeckt (Canova, 1959). Seitdem hat sich der Erreger kontinuierlich 
ausgebreitet und ist mittlerweile in fast allen Rübenanbaugebieten nachzuweisen, z.B.: 
Japan (Tamada et al., 1971), Frankreich (Putz & Vuittenez, 1974), Deutschland (Hamdorf et 
al., 1977) und Griechenland (Kouyeas, 1973). Die auffälligsten Symptome in der infizierten 
Zuckerrübe sind die starke Wachstumshemmung der Hauptwurzel und die übermäßig starke 
Proliferation von Seitenwurzeln, die im weiteren Verlauf der Infektion zur charakteristischen 
Wurzelbärtigkeit führt. Darüber hinaus tritt meist eine Verbräunung der Gefäßbündelringe 
auf. In schwer geschädigten Pflanzen sind die Pfahlwurzel sowie einige laterale Wurzeln 
abgestorben und das vaskuläre Gewebe ist entfärbt. Nur gelegentlich kommt es zu einer 
Gelbfleckung und nekrotischer Adernvergilbung der Blätter, wobei diese eher seltenen 
Symptome zu der Virusbezeichnung Beet necrotic yellow vein virus, zu deutsch 
Zuckerrüben-Aderngelbfleckigkeitsvirus, führten (BNYVV, Tamada, 1975; Tamada et al., 
1971; Tamada & Baba, 1973). Neben den äußeren phänotypischen Symptomen kann auch 
die Analyse der Rübeninhaltsstoffe einen ersten Hinweis auf eine vorhandene Infektion 
geben. Befallsverdacht liegt bei der Kombination eines geringen α-Amino-Stickstoff-Gehalts 
bei gleichzeitig sehr hohem Natriumgehalt vor.  
Rizomanie ist als die wirtschaftlich bedeutendste Rübenkrankheit anzusehen. Bei günstigen 
Infektionsbedingungen und anfälligen Sorten sind Ertragsdepressionen von 50% bis hin zum 
Totalausfall der Ernte (Winner, 1984) sowie Zuckergehalte der befallenen Rüben von unter 
10% (Normalwert 16-18%) zu verzeichnen (Bongiovanni & Lanzoni, 1964; Koch, 1976). 
Als natürlicher Vektor des BNYVV wurde der ubiquitäre Bodenpilz Polymyxa betae Keskin 
(Plasmodiophoracea) (Keskin, 1964) ausgemacht (Abe & Tamada, 1986; Canova, 1966). Die 
Übertragung des Virus auf die Wurzeln von gesunden Zuckerrüben erfolgt durch die 
beweglichen Zoosporen des Pilzes (Abe & Tamada, 1986; Tamada, 1975). In kontaminierten 
Böden kann das Virus in den dickwandigen Dauersporen des obligat biotrophen Pilzes bis zu 
15 Jahre persistieren (Schlösser, 1984).  
Eine Vermehrung von BNYVV-Isolaten gelingt durch die mechanische Inokulation von 
Testpflanzen (Chenopodium quinoa, Beta macrocarpa, Spinacea oleracea (Spinat) und 
Tetragonium expansa) mit Presssäften infizierter Zuckerrübenwurzeln. In C. quinoa und T. 
expansa bildet das Virus Lokalläsionen, wohingegen in B. macrocarpa und Spinat eine 
systemische Ausbreitung des Virus stattfindet.  
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Die erste Virusisolation aus den Blättern und Wurzeln einer an Rizomanie erkrankten 
Zuckerrübe gelang Tamada et al. (1971). BNYVV ist ein stäbchenförmiges Virus mit helikaler 
Struktur und einem Durchmesser von 20 nm. Die Stäbchen kommen in unterschiedlichen 
Normallängen vor. Zunächst wurden von Tamada (1975) drei Längenklassen, später von 
Putz (1977) vier Längenklassen von 85, 100, 265 und 390 nm beschrieben. Die Länge der 
Partikel korreliert dabei mit der Länge der normalerweise vier einzelnen RNS (1467, 1774, 
4612 und 6746 nt), deren Sequenzen zuerst von Bouzoubaa et al. für ein französisches 
Isolat bestimmt wurden (Bouzoubaa et al., 1985; Bouzoubaa et al., 1987; Bouzoubaa et al., 
1986). Später wird für einige japanische Isolate von einer fünften RNS von ca. 1,4 kb 
berichtet (Tamada & Abe, 1989) und nachfolgend stellte sich heraus, dass die Hälfte der 
japanischen, sowie einige chinesische und französische BNYVV-Isolate eine RNS 5 
enthalten (Miyanishi et al., 1999). Alle in den stäbchenförmigen Partikeln verpackten, 
einzelsträngigen RNS mit (+)-Strang-Orientierung besitzen eine sogenannte Kappenstruktur 
(m7Gppp) am 5´-Ende und eine poly-(A)-Sequenz unterschiedlicher Länge am 3´-Ende (Putz 
et al., 1983). Ursprünglich wurde BNYVV als mögliches Mitglied des Furovirus-Genus 
(fungus transmitted rod-shaped) klassifiziert (Adams, 1991; Shirako & Brakke, 1984). 
Allerdings hebt sich BNYVV durch einige besondere Merkmale, wie z.B. der 
Polyadenylierung am 3´-Ende anstatt der t-RNS ähnlichen Struktur, von dem Furovirus-
Genus ab und wurde daher dem Benyvirus-Genus (Beet necrotic yellow vein virus, „type 
member“) zugeordnet (Koenig & Lesemann, 2000a). BNYVV selbst wird in Europa in die 
zwei überwiegend vorkommenden Stämme A und B sowie den seltenen Stamm P durch 
SSCP („single-strand conformation polymorphism“) oder Sequenzanalyse eingeteilt (Koenig 
& Lennefors, 2000; Koenig et al., 1995). 
Die Eigenschaften des Virusgenoms und die Funktionen der kodierten Proteine sind 
eingehend untersucht worden (Abb. 1, Übersicht bei Richards & Tamada, 1992). 
Die Sequenz der 60 3´-terminalen Nukleotide weist bei allen vier RNS eine starke Homologie 
auf. Daneben findet man in den sich anschließenden 140 Nukleotiden längere 
Homologiebereiche zwischen RNS 1 und 2 und zwischen RNS 3 und 4 (Bouzoubaa et al., 
1987). 
RNS 1 kodiert für ein großes Protein (p237), das für die Replikation aller viralen RNS 
notwendig ist (Hehn et al., 1997). Das erste offene Leseraster („open reading frame“, ORF) 
der RNS 2 kodiert für das 21 kD große Hüllprotein. Wird das Stopkodon des Hüllproteingens 
durch Suppression überlesen, dann entsteht ein 75 kD großes „readthrough“-Protein, das 
eine Rolle bei der Virusüberbertragung durch P. beta (Tamada & Kusume, 1991; Tamada et 
al., 1996) und beim initialen Zusammenlagerungsprozess der Viruspartikel spielt (Haeberle 
et al., 1994; Schmitt et al., 1992). Die drei Proteine des „triple gene blocks“ (TGB, p42, p13 
und p15) sind für den Zelle-zu-Zelle Transport essentiell (Bleykasten-Grosshans et al., 1997; 
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Gilmer et al., 1992; Lauber et al., 1998) und p14 ist an der Zusammenlagerung von RNS und 
Hüllprotein beteiligt (Hehn et al., 1995). Die RNS 3, 4 und 5 bzw. die von ihnen kodierten 
Proteine besitzen Funktionen, die unter natürlichen Infektionsbedingungen mit Beteiligung 
des Überträgerpilzes P. betae benötigt werden, bei mechanischer Inokulation des Virus auf 
Blätter für die Infektionsentwicklung jedoch verzichtbar sind. Die von RNS 3 und 5 kodierten 
Proteine beeinflussen die Stärke der Symptomausprägung (Proliferation der Seitenwurzeln, 
Blattvergilbung) und die Ausbreitung des Virus im Wurzelsystem (Jupin et al., 1992; Kiguchi 
et al., 1996; Koenig et al., 1991; Tamada & Abe, 1989). Das von RNS 4 kodierte Protein p31 
besitzt wie der „readthrough“-Protein-Anteil (p75) des Hüllproteins eine große Bedeutung für 
die effiziente Übertragung des Virus durch den Vektor P. betae (Lemaire et al., 1988; 
Tamada & Abe, 1989; Tamada & Kusume, 1991). 
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RNS 2
4612 nt
poly(A) 3´
RNS 3
1775 nt
RNS 4
1467 nt
1 2 3 4 5 6Basen in kb
5´m7Gppp p237
CP p75
p42
p13
p15
p14
p25
N
p4,6
p31
RNS 5*
1347 nt
p265´cap
poly(A) 3´
poly(A) 3´
poly(A) 3´ poly(A) 3´
"triple gene block"
5´m7Gppp
5´m7Gppp
5´m7Gppp  
 
Proteinfunktionen: p237 Replikase; CP (p21) Hüllprotein; p75 Hüllprotein-„readthrough“, Virus-„assembly“, 
Übertragung durch P. betae; p42, p13, p15 „triple gene block“ Proteine, Zelle-zu-Zelle-Transport; p14 
Regulation der Replikation und Expression; p25, N Stärke der Symptomausprägung; p4,6 Funktion unbekannt; 
p31 Übertragung durch P. betae; p26 Stärke und Art der Symptomausprägung. RNS 5*: RNS 5 kommt nur in 
der Hälfte der japanischen, sowie in einigen chinesischen und französischen Isolaten vor (Tamada & Abe, 
1989; Miyanishi et al., 1999).  
 
Abb. 1: Genomorganisation des BNYVV (nach Richards & Tamada 1992, Kiguchi et al., 1996 und 
Koenig et al. 1997). Die Bezeichnung der viralen Genprodukte ist abgeleitet vom Molekulargewicht in 
kD. 
 
1.1.2 Beet soil-borne pomovirus (BSBV) 
Ein weiteres, durch P. betae übertragenes, dem BNYVV morphologisch ähnliches 
Zuckerrübenvirus, wurde Anfang der achtziger Jahre von Ivanovic & MacFarlane (1982) in 
England isoliert. Die Namensgebung Beet soil-borne virus (BSBV) erfolgte später durch 
Henry et al. (1986). Weitere Isolate wurden in verschiedenen nordeuropäischen Ländern 
gefunden z.B. in England (Henry et al., 1986), Belgien (Verhoyen et al., 1987), Schweden 
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(Lindsten, 1989) und Deutschland (Lesemann et al., 1989). Zwischen BSBV und BNYVV 
besteht keine serologische Verwandtschaft und auch Nukleinsäure-Hybridisierungstests 
zeigten keine Übereinstimmungen (Lesemann et al., 1989; Torrance et al., 1988). BSBV wird 
dem Pomovirus-Genus (Potato mop-top virus, „type member“) zugeordnet (Koenig & 
Lesemann, 2000b). 
BSBV-Isolate wurden unabhängig vom Auftreten der Rizomanie an unterschiedlichen 
Standorten gefunden (Prillwitz, 1993). Durch die Instabilität der Isolate gingen diese 
meistens nach der zweiten Passage auf Testpflanzen verloren (Kaufmann, 1994). Allerdings 
werden von Lesemann et al. (1989) zwei stabile Isolate beschrieben, die verschiedenen 
serologischen Untergruppen des BSBV angehören und nach den Orten ihrer ersten 
Isolierung als Ahlum- und Wierthe-Serotyp bezeichnet wurden. 
Die stäbchenförmigen Viruspartikel des BSBV haben einen Durchmesser von 19 nm und 
treten in drei unterschiedlichen Längenklassen von 300, 150 und 65 nm auf. Die 
entsprechenden RNS haben eine Länge von 5834, 3454 und 3006 nt. Die kompletten 
Sequenzen der RNS 1, 2 und 3 eines Ahlum-Isolats von BSBV wurden bestimmt und werden 
im folgenden detaillierter beschrieben (Koenig et al., 1996; Koenig et al., 1997; Koenig & 
Loss, 1997). Am 5´-Ende aller RNS befindet sich eine Kappenstruktur (m7Gppp), und die 80 
3´-terminalen Nukleotide bilden eine t-RNS ähnliche Struktur aus (Abb. 2, Koenig et al., 
2000).  
 
RNS 1
5834 nt
RNS 2
3454 nt
RNS 3
3005 nt
1 2 3 4 5Basen in kb
CP
p145
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p204
p22
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"triple gene block"
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5´m7Gppp
5´m7Gppp
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Proteinfunktionen: p145 Replikase; p204 Replikase-„readthrough“, CP (p19) Hüllprotein; p104 Hüllprotein-
„readthrough“,  wahrscheinlich an Virusübertragung durch P. betae beteiligt; p48, p13, p22 „triple gene block“ 
Proteine, Zelle-zu-Zelle-Transport. 
 
Abb. 2: Genomorganisation des BSBV. Die Bezeichnung der viralen Genprodukte ist abgeleitet vom 
Molekulargewicht in kD. 
 
RNS 1 besitzt ein langes ORF, das hinter einem supprimierbaren „leaky“ Stopkodon im 
gleichen Leseraster von einer weiteren kodierenden Region gefolgt wird. Das von diesem 
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ORF kodierte, kleinere Protein ist 145 kD groß und enthält Methyltransferase- und Helikase-
Motive. Nach Überlesen des schwachen Stopkodons entsteht ein größeres „readthrough“-
Protein, das zusätzlich ein RNA-abhängiges RNA-Polymerase (RdRp) Motiv besitzt, so dass 
davon ausgegangen wird, dass diese Proteine an der Virusreplikation beteiligt sind (Koenig 
& Loss, 1997). Die RNS 2 kodiert für das 20 kD große Hüllprotein (CP), und durch Überlesen 
des Stopkodons des Hüllproteingens entsteht ein 104 kD großes „readtrough“-Protein, das 
wahrscheinlich bei der Virusübertragung durch P. betae eine Rolle spielt (Koenig et al., 1997; 
Reavy et al., 1998). Die RNS 3 enthält drei ORFs, die einen „triple gene block“ (TGB) bilden. 
Die Proteine des TGBs – p48, p13 und p22 – sind für den Zelle-zu-Zelle Transport des Virus 
essentiell (Koenig et al., 1996). 
Über die Pathogenität des Virus existieren widersprüchliche Berichte. Prillwitz & Schlösser 
(1992) meinen, dass isoliertes BSBV in Zuckerrüben Rizomanie ähnliche Symptome 
erzeugen und Ertragsverluste von bis zu 70% verursachen könnte. Allerdings konnten 
Hutchinson et al. (1993) und Kaufmann et al. (1993) nach mechanischer Inokulation von 
Rüben mit BSBV keine Rizomanie ähnlichen Symptome erkennen und die Ertragsverluste 
beliefen sich je nach Virusisolat und Zuckerrübensorte auf 0-40%. 
 
1.2 Nachweis von Pflanzenviren 
Der Nachweis von Pflanzenviren kann in Abhängigkeit vom Erreger mit Hilfe von 
serologischen Tests wie dem „enzyme linked immunosorbend assay“ (ELISA, Clark & 
Adams, 1977), molekularbiologischen Arbeitsmethoden wie der Polymerasekettenreaktion 
(PCR) sowie Biotests (Inokulation verschiedener Wirtspflanzen) oder Elektronenmikroskopie 
erfolgen. Dabei wird für die Diagnose, insbesondere bei der Charakterisierung von nicht 
eindeutig zu bestimmenden Viren oder neuen Isolaten, meist eine Kombination der 
verschiedenen Tests eingesetzt. 
Auch wenn die PCR stetig ihren Einzug in die Pflanzendiagnostik hält und die 
Anwendungshäufigkeit wächst, konnte sie sich als Routinetest zum Nachweis von 
Pflanzenviren bisher nicht durchsetzen (Henson & French, 1993). Dies liegt unter anderem 
daran, dass für die Anwendung der PCR-Technik teils teure Gerätschaften, Lizenzen und 
besondere Laborausstattung sowie qualifiziertes Arbeitspersonal erforderlich sind. Aber auch 
durch die Notwendigkeit einer komplexen Nukleinsäureextraktion und durch die Verwendung 
von hochwertigen Enzymen sind die Kosten des PCR-Tests im Vergleich zum ELISA relativ 
hoch (Martin et al., 2000). Hinzu kommt, dass die meisten Pflanzenviren ein RNS-Genom 
besitzen und dadurch zusätzliche Kosten durch die Verwendung der reversen Transkriptase 
zur Synthese der cDNS entstehen (Martin et al., 2000). Außerdem ist die große Sensitivität 
der PCR nicht immer von Vorteil, denn sie birgt auch die Gefahr falsch positiver Ergebnisse 
durch Kontaminationen (Martin et al., 2000). 
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Serologische Methoden spielen noch immer die wichtigste Rolle bei der Detektion und der 
Identifikation von Pflanzenviren und der ELISA ist das gegenwärtig am häufigsten 
verwendete Testverfahren zum Nachweis von Pflanzenviren. Die Vorteile des ELISA liegen 
in der einfachen Handhabung und der hohen Empfindlichkeit. Die meisten Arbeitsschritte des 
ELISA lassen sich automatisieren, so dass die Routineuntersuchung vereinfacht werden 
kann. Um geeignete prophylaktische Maßnahmen zur Vermeidung von Infektionen 
veranlassen zu können, erfolgen solche Routinekontrollen in regelmäßigen Abständen. Im 
Fall von BNYVV werden Zuckerrüben nach der Ernte auf eine Infektion mit dem Virus 
getestet und bei Virusbefall werden auf dem nunmehr über Jahre verseuchten Feld, 
möglichst nur noch BNYVV-resistente Zuckerrübensorten bzw. andere Pflanzenarten 
angebaut, um Ernteverluste weitgehend zu vermeiden.  
Die Herstellung der im ELISA verwendeten Antikörper erfolgte bisher durch Injektion von 
gereinigten Pflanzenviren in geeignete Wirbeltiere wie z.B. Kaninchen oder Mäuse. Die 
Antikörper können dann aus dem Antiserum, das aus dem Blut der immunisierten Tiere 
gewonnen wird, aufgereinigt werden. Daneben besteht die Möglichkeit, monoklonale 
Antikörper nach Herstellung von Hybridomen (Köhler & Milstein, 1975) in Zellkultur zu 
produzieren. Rekombinante Antikörperfragmente wie der scFv („single chain variable 
fragment“) Antikörper gewinnen in der Diagnose von Pflanzenkrankheiten immer mehr an 
Bedeutung (Boonham & Barker, 1998; Harper et al., 1997; Harper et al., 1999; 
Kerschbaumer et al., 1997). Die teilweise hohen Expressionsraten von scFvs in Bakterien, 
Hefen und Pflanzen resultieren in einer preisgünstigen Produktion, und diese stellt 
zusammen mit der Vermeidung von Tierversuchen einen Vorteil gegenüber der 
herkömmlichen Antikörperproduktion dar (Fischer et al., 1999a; Fischer et al., 1999c; Horn et 
al., 1996).  
 
1.3 Antikörper 
Die zur Familie der Immunglobuline zählenden Antikörper (Ak) sind ein wichtiger Bestandteil 
des Immunsystems der Vertebraten und für die Pathogenabwehr unverzichtbar. Die 
Produktion von löslichen Antikörpern erfolgt in ausdifferenzierten B-Lymphozyten 
(Plasmazellen), die durch Bindung an das Antigen (Ag; z.B. Pathogen, toxisches Molekül 
etc.) aktiviert werden. Dabei sekretiert eine individuelle B-Lymphozyten Zelle immer 
Antikörper der gleichen Spezifität. Die große Vielfalt der Antikörper entsteht während 
verschiedener Entwicklungsstadien der B-Zellen durch somatische Rekombination separater 
V-, D- und J-Regionen, Insertion von P- und N-Nukleotiden sowie somatische Mutation. 
Antikörper werden in verschiedene Klassen eingeteilt: IgM, IgD, IgG, IgA und IgE. Die IgG- 
und IgA-Immunoglobuline werden zusätzlich noch in Unterklassen eingeteilt, z.B. bei der 
Maus IgG1, IgG2a, IgG2b und IgG3. 
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IgG Antikörper bestehen aus zwei identischen schweren (je 50 kD) und zwei identischen 
leichten Ketten (je 25 kD), die eine Y-förmige Struktur ausbilden (Porter, 1973). Die 
Ausbildung dieser Y-Struktur wird durch die Verknüpfung der vier Ketten durch inter- und 
intramolekulare Disulfidbrücken hervorgerufen (Abb. 3, Burton, 1987). Glykosylierung findet 
am Asn297 in der CH2 (2. Domäne der schweren Kette) statt. Die Bindungsstelle für Protein-A 
bzw. -G befindet sich zwischen CH2 und CH3. 
 
-S 
- S
-
Paratop
S - S
S - S
COOH
Idiotyp
Isotyp
CDR
-S - S-
Fr
Schwere Kette
Leichte Kette
Fv-Fragment
scFv-Fragment
3´
5´
IgG
F(ab´)2-Fragment
-S
 - S
-
S - S
S - S
-S - S-
Fd
-S - S-
Fab-Fragment
NH2
CH1
CH2
CH3
CL
VH
VL
COOH
NH2
 
 
Abb. 3: Antikörper und Antikörper-Fragmente. Fab = Fragment der Antigen-Bindungsstelle; F(ab´)2 
= Fab-Dimer; Fv = Fragment der variablen Region; IgG = Immunoglobulin G Volllängen-Antikörper; 
scFv = „single chain fragment variable“, Einzelketten-Antikörper. VL und CL = Domänen der leichten 
Ketten; VH, CH1, CH2 und CH3 = Domänen der schweren Ketten. 
 
An den aminoterminalen Enden der Y-Arme liegen die zwei identischen Antigen-
Bindungsstellen. Der von CH2-CH3 gebildete Teil wird als Fc-Region („fragment 
crystallizable“) bezeichnet und enthält die für das Immunsystem wichtigen 
Effektorfunktionen. Innerhalb der variablen Domänen der schweren und leichten Kette finden 
sich jeweils drei hypervariable Regionen - auch Komplementaritäts-bestimmende Regionen 
(„complementary determining regions“, CDRs) genannt -, die in der gefalteten Proteinstruktur 
nahe beieinander liegen und zusammen die Antigenbindungsstellen (Paratope) ausbilden. 
Die hypervariablen Bereiche werden von insgesamt vier konservierten Gerüstregionen 
(„framework regions“, Fr) flankiert, die β-Faltblattstrukturen ausbilden und als strukturelle 
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Basis der Domäne fungieren (Kabat et al., 1990). Die Antigenspezifität wird durch die AS-
Sequenz der sechs CDRs der VH- und VL-Domänen bestimmt (Jones et al., 1986). 
Die meisten Epitope (etwa 80-90%) werden durch Aminosäureabschnitte gebildet, die in der 
Proteinsequenz nicht unmittelbar aufeinander folgen und erst nach der Faltung in der 
Tertiärstruktur nebeneinander zu liegen kommen (Jemmerson, 1987; Manaresi et al., 2001; 
Moore & Ho, 1993). Diese Art von Epitop wird als Konformations- oder diskontinuierliches 
Epitop bezeichnet. Dagegen werden Epitope, die aus einer direkten AS-Abfolge in der 
primären Polypeptidkette bestehen, kontinuierliche oder lineare Epitope genannt.  
 
Die Entwicklung der Hybridomatechnologie durch Köhler & Milstein (1975) ermöglichte 
erstmals die Herstellung sogenannter monoklonaler Antikörper (mAk) mit definierter 
Epitopspezifität. Monoklonale Antikörper gewannen seitdem immer mehr an Bedeutung und 
die Applikationsbereiche liegen heute insbesondere in der medizinischen Diagnostik, der 
Behandlung von Krankheiten und bei biologischen Nachweisverfahren, wie z.B. der 
Detektion von Pflanzenviren.  
Die Anwendung von molekularbiologischen Methoden in der rekombinanten 
Antikörpertechnologie eröffnete weitere Möglichkeiten (Winter & Milstein, 1991). Funktionelle 
Ig-Fragmente können in bakteriellen oder anderen Expressionssystemen produziert und 
manipuliert werden (Skerra, 1993). Besonders hervorzuheben ist die gentechnologische 
Herstellung des scFvs, der sich aus den variablen Regionen der leichten und schweren Kette 
zusammensetzt, die über einen flexiblen Peptidlinker kovalent miteinander verbunden sind 
(Abb. 3, Bird & Walker, 1991; Huston et al., 1988). ScFvs werden von einem einzelnen Gen 
kodiert und sind nur etwa 1/5 so groß wie ein Volllängen-Antikörper, haben aber die gleiche 
Spezifität. Der Vorteil der geringen Größe der scFvs (~25 kD) und die damit verbundene 
Beweglichkeit - z.B. die bessere Penetrationsfähigkeit von Gewebe - wird besonders in der 
Medizin geschätzt (Begent et al., 1996; Wang-Johanning et al., 1998). Von besonderem 
Interesse ist in diesem Zusammenhang auch die Bildung von scFv-Fusionsproteinen, wie 
bispezifischen Antikörper-Fragmenten oder Fusionen mit Toxinen oder Enzymen (Coloma & 
Morrison, 1997; Lorimer et al., 1996). Solche Fusionsproteine konnten schon erfolgreich in 
der Tumorbekämpfung eingesetzt werden (Rozemuller et al., 2001; Schmidt et al., 1999) und 
haben ihr Potential in der Diagnose demonstriert (Lilley et al., 1994; Muller et al., 1999). 
Sind mAk gewünschter Spezifität vorhanden, können ihre scFv-Genomabschnitte durch 
cDNA-Synthese und PCR von der mRNA der entsprechenden mAk-produzierenden 
Hybridomazelllinie generiert werden. Daneben bietet die in dieser Arbeit angewandte 
„Phage-display“ Technologie eine Alternative zur Gewinnung von scFvs gewünschter 
Spezifität.  
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1.4 „Phage display“ 
Die „Phage display“-Technologie wurde von Smith (1985) eingeführt, der diese Technologie 
für die Präsentation von Peptiden entwickelt hatte. McCafferty et al. (1990) erkannten die 
Möglichkeit, sich das „Phage display“ für die Selektion von scFvs bestimmter Spezifität zu 
Nutze zu machen. Das „Phage display“ beruht auf der Präsentation von Peptid- oder scFv-
Bibliotheken auf filamentösen Bakteriophagen. 
Filamentöse Bakteriophagen (f1, fd und M13) sind einzelsträngige DNS-Viren mit einem 
zirkulären Genom von etwa 6,4 kb, das durch ca. 2700 Kopien des Haupthüllproteins pVIII in 
einer stäbchenförmigen Hülle verpackt ist. An einem Ende dieser 6 nm dicken und 900 nm 
langen Helix liegen drei bis fünf Kopien des pIII-Proteins und fünf Kopien des pVI-Proteins. 
Die Proteine pIII und pVI sind an der Termination des Zusammenlagerungsprozesses und an 
der Bindung des F-Pilus beteiligt, wobei für die Infektion von Escherichia coli über den F-
Pilus mindestens eine funktionelle Kopie des pIII-Proteins nötig ist. Am anderen Ende sind 
jeweils fünf Kopien von pVII und pIX zu finden, die für die Initialisierung des 
Zusammenlagerungsprozesses und die Stabilität der Virionen verantwortlich sind. Nach der 
Einschleusung der einzelsträngigen Phagen-DNS in das Cytoplasma der Bakterienzelle, wird 
diese über den „rolling-cycle“-Mechanismus in die doppelsträngige replikative Form (RF) 
überführt. Die RF dient als Matrize für die Synthese neuer infektiöser (+)-Strang Phagen-
DNS. Pro Bakterienzelle werden ca. 200 Phagenklone nach Zusammenlagerung der 
Phagen-DNS mit den Phagenproteinen an der Cytoplasmamembran der Bakterien ohne Zell-
lyse freigesetzt.  
Für die Präsentation von Peptid- und scFv-Bibliotheken werden Fusionen mit dem pIII-
Strukturprotein der Phagen am häufigsten genutzt. Durch diese überwiegend monovalente 
Präsentation der scFvs, können Proteine gezielt auf hohe Affinität selektiert werden (Winter 
et al., 1994). Zudem können auch größere Proteine mit dem pIII-Protein fusioniert werden, 
ohne dass die Infektiösität der Phagen verloren geht. Dagegen inhibiert die Fusion längerer 
Peptidfragmente an das pVIII-Protein den Zusammenlagerungsprozess der Partikel. Daher 
werden auf dem pVIII-Protein meist Bibliotheken kurzer Peptide präsentiert.  
Die Technik, die zur Selektion von Phagen gewünschter Spezifität aus den Peptid- und scFv-
Bibliotheken angewandt wird, wird als „Panning“ bezeichnet (Hoogenboom et al., 1998). Die 
Phagenbibliotheken werden mit Proteinen inkubiert, die an einen festen Träger (Mikrotiter-
Platte, Immunosorbentröhrchen, oder „Magnetobeads“) unspezifisch gebunden sind. Durch 
stringente Waschschritte werden nicht- und schwach-bindende Phagen entfernt und die 
stärker gebundenen Phagen anschließend eluiert. Diese spezifischen Phagen können nach 
Infektion von E. coli amplifiziert werden, da der in Phagenbibliotheken verwendete Vektor 
meistens ein Phagemid ist, das sowohl als Plasmid als auch als Phage vermehrt werden 
kann. Die Produktion von funktionellen, rekombinanten Phagen, die ins Medium abgegeben 
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werden, erfordert allerdings die Assistenz des Helfer-Phagen M13K07, der bei Infektion von 
E. coli die übrigen, im Phagemidkonstrukt fehlenden Genprodukte zur Verfügung stellt. Nach 
Gewinnung der Phagen aus dem E. coli Kulturüberstand, können diese in der nächsten 
Selektionsrunde eingesetzt werden.  
Ist ein spezifisch bindender Phage aus einer Bibliothek isoliert, kann der scFv/Peptid-
Genabschnitt aufgrund der Kopplung des Phäno- mit dem Genotyp direkt in geeignete 
Vektoren kloniert werden, um z.B. scFv-Fusionsproteine zu exprimieren.  
Die heute zur Verfügung stehenden scFv-Bibliotheken, die meist aus einer humanen oder 
murinen cDNS-Bibliothek amplifiziert werden, erlauben die Selektion von scFvs fast jeder 
gewünschten Spezifität - teilweise mit hoher Affinität.  
 
1.5 Virale Präsentationssysteme 
Die Verwendung von Pflanzenviren als Vektoren für die Expression von Fremdgenen in 
Pflanzen stellt ein attraktives biotechnologisches Werkzeug dar. Ihre Entwicklung ergänzt 
rekombinante DNS-Methoden und die biomedizische Forschung sowie die kommerzielle 
Biotechnologie. 
Es existieren verschiedene Strategien, um fremde Gene in virale Vektoren einzubringen und 
in pflanzlichen Wirtsorganismen zu exprimieren. Dazu gehört z.B. die Integration durch 
Genaustausch oder Geninsertion. Daneben wurden auch Komplementationssysteme 
entwickelt, in denen das Fremdgen in ein defektes oder unvollständiges Virusgenom inseriert 
wird, das in trans durch Wirtsexpression von fehlenden viralen Genen oder durch Koinfektion 
mit einem Helfer-Virus ergänzt wird (Übersicht bei: Lacomme et al., 1998;  Scholthof et al., 
1996). Eine weitere Verwendung finden Pflanzenviren in der Präsentation von Epitopen. 
Nach der Fusion von Sequenzen an ein hoch exprimiertes virales Strukturgen (z.B. das 
Hüllproteingen) können große Mengen des fremden Proteins oder Peptids produziert 
werden. Fremde Polypeptide werden durch Insertion am N- oder C-Terminus des 
Hüllproteins sowie in exponierten Bereichen auf der Oberfläche der Partikel präsentiert. Im 
Idealfall beeinflussen die genetischen Modifikationen den Zusammenlagerungsprozess der 
Proteinuntereinheiten zum Partikel - sofern das fusionierte Polypeptid nicht zu groß ist - 
nicht, und die Vermehrung der genetisch veränderten Viren ist im Vergleich zum Wildtyp 
kaum verändert. Obwohl manche gentechnisch veränderten Hüllproteine von Pflanzenviren 
auch in heterologen Systemen wie E. coli und Hefe exprimiert werden können, erfolgt die 
Produktion der Polypeptide meist in Form rekombinanter Viruspartikel in Pflanzen (Haynes et 
al., 1986; Jagadish et al., 1996; Jagadish et al., 1993). Auf diese Weise können die 
modifizierten Virionen in Gramm-Mengen (TMV: ca. 1-3 g pro kg Blattmaterial) ohne großen 
Kostenaufwand produziert werden (Johnson, 1997; Lomonossoff & Johnson, 1996). Neben 
der hohen Ausbeute sind weitere Vorteile der Expression von Polypeptiden auf der 
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Oberfläche größerer Trägermoleküle hervorzuheben. Zunächst wird die ansonsten 
schwierige Aufreinigung der sehr kleinen Polypeptide durch die physikalisch-chemischen 
Eigenschaften der Viruspartikel vereinfacht (Lacomme et al., 1998). Außerdem sind 
synthetische Oligopeptide zwar unter Umständen in der Lage, die Produktion von 
Antikörpern gegen ihr Herkunftsprotein hervorzurufen, sie sind jedoch im Allgemeinen 
immunogener, wenn sie an Trägermoleküle gekoppelt vorliegen. Die Trägerpartikel liefern oft 
Helfer-T-Zell Epitope, wodurch die Immunogenität erhöht und die Vakzination effektiver wird. 
Gerade der Einsatz Oberflächen-präsentierter Polypeptide als Vakzine ist heute von 
besonders großem Interesse, da diese einige Vorteile gegenüber abgeschwächten Lebend-
Vakzinen („attenuated life vaccine“) und Subunit-Vakzinen aufweisen (Dalsgaard et al., 1997; 
Lomonossoff & Johnson, 1996; McLain et al., 1995; Porta & Lomonossoff, 1996; Porta et al., 
1996). Abgeschwächte Lebend-Vakzine werden meist in kostenaufwendigen tierischen 
Zellkultur-Systemen angezogen. Sie bergen die Gefahr durch Rückmutationen ihre 
Infektiösität wieder zu erlangen, oder durch andere Pathogene kontaminiert zu sein. Auch 
immunogene Proteine von Erregern (Subunit-Vakzine oder Komponenten Impfstoffe) werden 
vorwiegend in tierischen Zellkultursystemen angezogen und können daher potentiell mit 
Pathogenen und viralen oder zellulären Onkogenen kontaminiert sein. Darüber hinaus 
können Subunit-Vakzine eine veränderte oder auch abgeschwächte Antigenität besitzen. 
Dagegen sind Pflanzenviren für tierische Zellen nicht infektiös, und es wurden bisher keine 
tierischen Pathogene aus Pflanzen isoliert. 
 
Die ersten Pflanzenviren, die als potentielle Vektoren zur Expression von Fremdgenen in 
Pflanzen entwickelt wurden, waren DNS-Viren (Covey & Hull, 1992; Gronenborn et al., 1992; 
Hohn et al., 1982; Stanley, 1993). Die Entwicklung von RNS-Virus Vektoren wurde zunächst 
durch die Schwierigkeit, RNS genetisch zu manipulieren, verzögert. Erst als sich 
herausstellte, dass in vitro Transkripte klonierter cDNS des Brome mosaic virus (BMV) 
infektiös waren, wurden auch RNS-Viren der gentechnischen Manipulation zugänglich 
(Ahlquist et al., 1984; Ahlquist & Janda, 1984). Ihr Einsatz vereinfachte sich dann zusätzlich 
durch die Verwendung von Plasmiden mit der vollständigen cDNS viraler Genome, die unter 
der Kontrolle des CaMV 35S Promoters kloniert wurden und in Pflanzen in vivo infektiöse 
Transkripte erzeugten (Commandeur et al., 1991; Mori et al., 1991). Heute werden eine 
Reihe von (+)-Strang RNS-Viren als Expressionsvektoren verwendet, und von Viren mit 
detaillierter Information über die Hüllproteinstruktur werden die Partikel auch als 
Peptidpräsentationssysteme eingesetzt (Johnson, 1997; Porta & Lomonossoff, 1998; 
Scholthof et al., 1996). Dafür häufig verwendete Pflanzenviren sind: Tobacco mosaic virus 
(TMV, Sugiyama et al., 1995; Turpen et al., 1995), Cowpea mosaic virus (CPMV, Brennan et 
al., 2001; Porta et al., 1994; Usha et al., 1993), Alfalfa mosaic virus (AMV, Yusibov et al., 
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1996; Yusibov et al., 1997), Tomato bushy stunt virus (TBSV, Joelson et al., 1997) und seit 
kurzem auch das Potato virus X (PVX, Marusic et al., 2001). 
 
1.5.1 Kartoffelvirus X (PVX) 
Das Kartoffelvirus X (Potato virus X, PVX) ist das „type member“ der Potexviren (Koenig & 
Lesemann, 1989) und befällt viele Arten der Familie Solanacea. Es ruft in den systemisch 
infizierten Pflanzen charakteristische Symptome wie chlorotisches Mosaik und gelbliche 
Flecken hervor. Infektionsbedingte Ernteverluste können in nicht resistenten Sorten bis zu 
30% betragen. PVX wird von keinem Vektor übertragen, sondern allein durch mechanischen 
Kontakt zwischen den Pflanzen. Infolgedessen kann das Virus durch mechanische 
Inokulation von Wirtspflanzen einfach vermehrt werden.  
 
RNS 1
6435 nt
Basen in kb
p166 p25
p12
p8 CP
"triple gene block"
1 2 3 4 5 6
poly(A) 3´5´ m7Gppp
 
Proteinfunktionen: p166 Replikase; CP (p24) Hüllprotein; p25, p12, p8 „triple gene block“ (TGB)-Proteine, 
Zelle-zu-Zelle-Transport. 
 
Abb. 4: Genomorganisation des PVX. Die Bezeichnung der viralen Genprodukte ist abgeleitet vom 
Molekulargewicht in kD. 
 
PVX ist ein monopartites (+)-Strang RNS-Virus, dessen genomische RNS von 6,4 kb Länge 
eine Kappenstruktur (m7Gppp) am 5‘-Ende besitzt (Sonenberg et al., 1978) und am 3‘-Ende 
polyadenyliert ist (Morozov et al., 1981). Die komplette Nukleotidsequenz verschiedener 
PVX-Stämme ist bekannt (Huisman et al., 1988; Orman et al., 1990; Skryabin et al., 1988). 
Das PVX-Genom enthält fünf ORFs, von denen das 5‘-terminale ORF für ein Protein von 
166 kD kodiert (Abb. 4). Dieses Protein ist an der viralen Replikation beteiligt (Davenport & 
Baulcombe, 1997). Dem ersten ORF folgen drei weitere, die sich teilweise überlappen und 
die als „triple gene block“ (TGB) bekannt sind. Die Genprodukte des TGBs sind, wie auch die 
der TGBs anderer Pflanzenviren, an dem Zelle-zu-Zelle Transport des Virus beteiligt (Cruz et 
al., 1998). Das 3‘-terminale ORF kodiert für das 236 AS lange Hüllprotein, von dem sich 
1270 Untereinheiten zu einem flexiblen stäbchenförmigen Partikel zusammenlagern. Obwohl 
es keine detaillierten Informationen über die Faltung und die Art der Wechselwirkungen 
zwischen den Untereinheiten gibt, wird angenommen, dass der N-terminale Teil des 
Hüllproteins auf der Oberfläche der Virionen exponiert liegt (Baratova et al., 1992; Koenig & 
Torrance, 1986). Cruz et al. (1996) haben sich diese Information zu Nutze gemacht und N-
terminale Proteinfusionen hergestellt. Experimentelle Untersuchungen ergaben, dass 
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Proteine der Größe von 8,5 kD bis zu 31 kD durch Fusion mit dem Hüllprotein auf der 
Oberfläche von PVX exprimiert und funktionelle PVX-Partikel gebildet werden, allerdings nur, 
wenn neben dem rekombinanten-Hüllprotein auch Wildtyp-Hüllprotein vorliegt. Dies wurde 
durch Insertion des 2A Peptids des Foot-and-mouth disease virus (FMDV, Ryan et al., 1991) 
zwischen die heterologe Sequenz und die Hüllproteinsequenz erreicht, da am 2A Peptid eine 
auto-proteolytische Spaltung erfolgt (Ryan & Drew, 1994; „Overcoat“-Prinzip, Cruz et al., 
1996). Neben dem Einsatz als Präsentationssystem wurde PVX auch erfolgreich als 
Expressionsvektor in Pflanzen z.B. mit Hilfe eines duplizierten subgenomischen Promoters 
verwendet (Chapman et al., 1992; Cruz et al., 1996; Hendy et al., 1999; O'Brien et al., 2000). 
Die erste Fremdgenexpression wurde von Chapman et al. (1992) mit der Expression des β–
Glucuronidase (GUS)-Gens in Pflanzen durchgeführt. Auch Angell & Baulcombe (1995) 
nutzten das GUS-Reportergen, um die Replikation und den Zelle-zu-Zelle Transport von 
PVX zu untersuchen. Daneben wurde das PVX-Vektorsystem für die Produktion vieler 
weiterer Proteine wie auch von GFP (Baulcombe et al., 1995; Cruz et al., 1996; Hendy et al., 
1999) und verschiedener scFvs eingesetzt (Roggero et al., 2001; Smolenska et al., 1998). 
 
1.5.2 Saccharomyces cerevisiae Ty1 virus (SceTy1V) 
Das Saccharomyces cerevisiae Ty1 virus (SceTy1V) gehört zur Familie der Pseudoviridae 
und wurde von Boeke et al. (2000) unter dem Genus Pseudovirus eingeordnet. Die meisten 
Autoren bezeichnen das SceTy1V als Ty1-Retrotransposon (bzw. Retroelement) und die von 
diesem produzierten Partikel als „virus-like-particles“ (VLPs = Virus-ähnliche Partikel). Diese 
gängigeren Termini werden auch in dieser Dissertation vorwiegend verwendet. Die 
Charakterisierung als VLPs wird dadurch begründet, dass sie im Sinne der traditionellen 
Virusdefinition und im Gegensatz zu den Retroviren keinerlei Infektionspotential besitzen. 
Die Genomorganisation des Ty1-Retrotransposons ist in Abb. 5 dargestellt. Das Ty1 Element 
ist 5,9 kb lang und besitzt an seinen Enden direkte Sequenzwiederholungen („long terminal 
repeats“, LTRs) von etwa 340 nt, die die zentrale kodierende Region flankieren (Farabaugh 
& Fink, 1980; Gafner & Philippsen, 1980). Die Domänen, die von den ORFs kodiert werden, 
liegen in der für Pseudoviridae charakteristischen Reihenfolge, die sich von der der 
Metaviridae und Retroviridae durch die Lokalisation der Integrase-Domäne (IN) 
unterscheidet (Boeke et al., 2000). Im Vermehrungszyklus des Ty1-Retrotransposons wird 
zunächst die Konvertierung des 5,7 kb großen LTR-LTR RNS-Transkripts in eine dsDNS 
Form durch die Partikel-assoziierte reverse Transkriptase-RNaseH (RT-RH) vermittelt. 
Anschließend integriert die DNS mit Hilfe der Integrase stabil in das Wirtsgenom. Wie das 
retrovirale Provirus wird die integrierte Form durch die RNS-Polymerase II des Wirts 
transkribiert, um neue RNS-Retrotransposons zu generieren (Boeke & Sandmeyer, 1991; 
Jerome & Jaehning, 1986; Nonet et al., 1987). Dann werden die RNS-Matrize, die Initiator-
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tRNSimet (Wilhelm et al., 1994) und die Ty-kodierten Enzyme wieder in Partikel verpackt, die 
allerdings nicht wie bei Retroviren aus der Zelle knospen und deshalb nicht infektiös sind. 
Dies stellt einen wesentlichen Unterschied zu den Retroviren dar, wohingegen die 
Transkriptions- und Integrationsprozesse des Ty1-Retrotransposons der Replikation 
retroviraler RNS sehr ähnlich sind (Boeke et al., 1985; Boeke & Sandmeyer, 1991). 
 
TYA
TYB
RT    RHPR IN
CA
U3 R U5 U3 R U5
p1 (58 kD)
Ty1A
B
D
C
NH2
NH2
COOH
COOH
p3 (200 kD)
Ribosomaler Leserasterwechsel
200 kD
Proteine
58 kD
1238 Kodons
ORF
440 Kodons
RNS 5.7 kb
DNS 5.9 kb
 
 
Abb. 5: Struktur und Genomorganisation des Ty1-Retrotransposons bzw. SceTy1V (nach Roth, 
2000). A: LTR Eigenschaften ähnlich wie bei Retroviren mit folgenden LTR Domänen: U3 („unique“ 
am 3´-Ende der mRNS), R („repeated“ Terminus des Transkripts) und U5 („unique“ am 5´-Ende der 
mRNS). B: Volllängen RNS-Spezies nach Ty1 Transkription. C: Genomische Organisation und 
Protein-Domänen, die durch TYA und TYB kodiert werden. D: Nach Translation produzierte Proteine 
p1 und p3. Proteolytische Spaltung von p3 entlässt PR, IN und RT-RH, die von p1 erzeugt p2. CA = 
„capsid“, PR = Protease, IN = Integrase, RT = Reverse Transkriptase, RH = RNaseH. 
 
Ty1 Elemente kommen in etwa 25-30 Kopien pro haploidem Hefegenom vor (Cameron et al., 
1979; Curcio et al., 1990). Trotz der Tatsache, dass die Ty1 RNS 1% der gesamt-RNS 
ausmacht (Curcio et al., 1990), ist die Transpositionsrate mit einer Häufigkeit von 10-5-10-7 
pro Ty1 Element pro Generation sehr gering (Curcio & Garfinkel, 1991a, b, 1994). 
Die kodierende Region von Ty1 (5,2 kb) unterteilt sich in zwei überlappende Gene, TYA und 
TYB (Abb. 5, Clare & Farabaugh, 1985; Fulton et al., 1985; Mellor et al., 1985a), die den 
retroviralen Genen gag und pol entsprechen. TYA kodiert für das 49 kD (440 AS) große 
Strukturprotein p1 oder p58 (p58 bezieht sich auf das scheinbare Molekulargewicht auf SDS-
Gelen), das sich selbstständig zu VLPs zusammenlagern kann (Adams et al., 1987b). Durch 
C-terminale Spaltung mit der TYB kodierten Protease (PR) wird das p1 Protein zu dem 
45 kD großen p2 Protein (402/407 AS, aufgrund seines SDS-Gel-Laufverhaltens auch als 
p54 bezeichnet) prozessiert (Martin-Rendon et al., 1996a; Merkulov et al., 1996). Zu dieser 
Spaltung kommt es erst im intermediären Partikel und schließlich ist das p2 Protein die 
Hauptkomponente des reifen, funktionellen Partikels, der aus etwa 300 Proteinuntereinheiten 
aufgebaut ist und eine RNS von 5 kb enthält (Burns et al., 1992). Die intrazellulär 
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vorkommenden, hülllosen VLPs haben eine ovoide bis sphäroide Morphologie und zeigen 
elektronendichte Strukturen mit einem zentralen Lumen (Mellor et al., 1985a; Müller et al., 
1987). Manchmal werden die VLPs als parakristalline Einschlüsse im Cytoplasma der 
Hefezelle beobachtet (Müller et al., 1987). Der Durchmesser der Wildtyp-Partikel, die in ihrer 
Partikelzusammensetzung und damit ihrem strukturellen Aufbau variieren, liegt bei 15-39 nm 
(Burns et al., 1992). Dagegen sind die besser charakterisierten Partikel einer C-terminalen 
Deletionsmutante, die nur noch TyA AS 1 bis 381 (p1-381) enthält, nicht nur vom 
Durchmesser sondern auch in ihrer Morphologie einheitlicher (Brookman et al., 1995a; Burns 
et al., 1992; Palmer et al., 1997). Allerdings sind die Angaben in der Literatur bezüglich des 
Durchmessers der p1-381-Partikel sehr unterschiedlich. Burns et al. (1992) haben einen 
Durchmesser von 11-16 nm gemessen, dagegen haben Palmer et al. (1997) und Martin-
Rendon et al. (1996b) ihn bei 30-40 nm bestimmt. 
Das zweite Gen im gleichen Expressionssystem, TYB, kodiert die enzymatischen Aktivitäten, 
die für die Ty1 Transposition essentiell sind: Die Protease (PR) ist für die Prozessierung und 
Reifung der Proteine p1 und p3 erforderlich, die Integrase (IN) leitet die VLPs zum Nukleus 
(Kenna et al., 1998; Moore et al., 1998) und vermittelt die Integration der cDNS in die 
Chromosomen (Braiterman & Boeke, 1994a, b; Monokian et al., 1994). Die reverse 
Transkriptase (RT) synthetisiert die Ty1 cDNS und die RNaseH (RH) ist für die Entfernung 
der Ty-RNS während der (+)-Strang Synthese sowie für die Hydrolyse der RNS-Primer 
essentiell (Roth, 1999; Roth, 2000). TYB wird als Ergebnis eines +1 ribosomalen 
„frameshift“-Ereignis exprimiert, das die kodierenden Sequenzen von TYA und TYB 
translational fusioniert, so dass das 190 kD große TyA/TyB Fusionsprotein p3 produziert wird 
(Mellor et al., 1985b). Das Verhältnis von p1 zu p3 variiert zwischen 20:1 (Wilson et al., 
1986) und 5:1 (Belcourt & Farabaugh, 1990; Clare et al., 1988). Es wird angenommen, dass 
p1 und p3 sich zu VLPs zusammenlagern und die proteolytische Spaltung der primären 
Proteinprodukte anschließend innerhalb der Partikel erfolgt (Garfinkel et al., 1991). 
Die Beobachtung, dass sich das p1 Protein allein zu Partikeln zusammenlagern kann, führte 
schon früh zu der Idee, ein Präsentationssystem auf der Basis von Ty1 zu entwickeln und 
heterologe Proteine als sogenannte Hybrid-VLPs zu exprimieren (Adams, 1991; Adams, 
1993; Adams et al., 1994a; Adams et al., 1987a). Das besondere Interesse galt auch hier der 
Impfstoffproduktion und Untersuchungen konzentrierten sich auf HIV-Hybride (Übersicht bei: 
Kingsman et al., 1991; Kingsman et al., 1995).  
Durch Verwendung von TyA-spezifischen Antikörpern, deren Epitope nahe dem N- bzw. C-
Terminus liegen, wurde in immunologischen Studien gezeigt, dass der N-Terminus des TyA 
Proteins auf der Oberfläche der Partikel lokalisiert ist, wohingegen der C-Terminus innerhalb 
der Partikel liegt (Brookman et al., 1995b). 
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1.6  Zielsetzung 
Das erste Ziel der vorliegenden Arbeit war die Herstellung von scFv-Fusionsproteinen für die 
zuverlässige Diagnose von BNYVV in Zuckerrüben. 
Bisherige ELISA Routinetests zum Nachweis von BNYVV beruhen auf der Verwendung von 
mAk oder pAk. Viele der verwendeten Antikörper sind spezifisch für den immunodominanten 
C-Terminus des BNYVV Hüllproteins, der jedoch in älteren Rübenpflanzen teilweise 
proteolytisch abgespalten wird. Die gegen ein C-terminales Epitop gerichteten mAk oder 
scFvs sind daher für den zuverlässigen Nachweis von BNYVV ungeeignet, da ihre 
Verwendung zu falsch negativen Ergebnissen führen kann. 
 
Aus diesem Grund sollten scFvs gegen andere Protease-stabile BNYVV Hüllprotein-Epitope 
aus zwei naïven, humanen scFv „Phage-display“-Bibliotheken isoliert und zur Herstellung 
von verschiedenen scFv-Fusionsproteinen verwendet werden. Im Anschluss war geplant, die 
scFv-Fusionsproteine auf ihre Funktionalität als Beschichtungs- (scFv-CL, scFv-CLZIP) oder 
Detektionsproteine (scFv-AP) im vollständig rekombinanten ELISA zum Nachweis von 
BNYVV zu testen. Die reaktivsten scFv-Fusionsproteine sollten im größeren Maßstab in 
Schüttelkolben exprimiert und verschiedenen Teststationen zur Verifizierung ihrer 
Funktionalität zur Verfügung gestellt werden. Neben der DNS-Sequenzanalyse sollten EM-
Studien sowie Affinitätsmessungen mittels Oberflächen Plasmon Resonanz die genauere 
Charakterisierung der scFvs und scFv-Fusionsproteine vervollständigen. 
 
Das zweite Ziel dieser Arbeit war die Produktion von diagnostischen Standards in Form von 
rekombinanten, synthetischen Antigenen für den BNYVV- und BSBV-spezifischen immuno-
logischen Nachweis. 
Zur Zeit bestehen solche Kontrollen aus infiziertem Pflanzenmaterial, bzw. infektiösen 
Virusaufreinigungen. Gerade beim EU-weiten kommerziellen Vertrieb eines Standardtests 
zum Nachweis von Pflanzenviren ist es auch aus Quarantänebestimmungen wichtig, eine 
nicht-infektiöse Kontrolle zu verwenden, um eine Verbreitung der Viren durch 
Testkomponenten zu vermeiden. Einen geeigneten Lösungsansatz bot hier die Möglichkeit 
der Herstellung eines Standards durch Präsentation von fremden Epitopen mit gewünschter 
Antikörper-Spezifität auf Viruspartikeln oder VLPs („virus-like particles“). 
Das PVX-Vektorsystem und das Ty1-Retrotransposon aus Hefe sollten auf ihre Eignung als 
Präsentationssysteme mit ausgewählten BNYVV Epitopen untersucht und verglichen 
werden. Die BNYVV Epitope sollten an exponierten Stellen auf der Oberfläche der PVX-
Partikel oder der Ty-VLPs präsentiert und ihre Nachweisbarkeit im ELISA getestet werden. 
Western Blot Analysen und EM-Studien sollten die Untersuchungen vervollständigen. 
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Da bisher keine Epitope des BSBV Hüllproteins identifiziert worden sind, sollten BSBV 
Epitope oder Mimotope durch Verwendung von „Phage display“ Peptid-Bibliotheken mit 
unterschiedlichen BSBV-spezifischen mAk im „Panning“-Verfahren identifiziert werden und 
nachfolgend auf einem der beiden Präsentationssysteme dargestellt werden. 
 
Im Rahmen dieser Dissertation sollte somit eine sichere und reproduzierbare Alternative zum 
konventionellen Nachweis von Pflanzenviren erarbeitet werden. Es sollte gezeigt werden, 
dass ein vollständig auf rekombinanten Antikörperfragmenten und synthetischen Antigenen 
basierender ELISA zur zuverlässigen und sensitiven Detektion von Pflanzenviren eingesetzt 
werden kann. 
 
1.6.1 Übersichtsschema zum Aufbau der vorliegenden Arbeit 
Herstellung von 
scFv-Fusions-
proteinen für den  
BNYVV Nachweis 
 Produktion von Standardkontrollen in Form von rekombinanten, 
synthetischen Antigenen 
 
 Epitop „Mapping“ 
durch  
„Peptide display“ 
       
Potato virus X (PVX)  Ty1-Retrotransposon 
 
Isolation von 
BNYVV-
spezifischen scFv 
aus „Phage display“- 
Bibliotheken 
 
Auswahl geeigneter BNYVV Epitope zum 
Vergleich der beiden Präsentationssysteme 
 Identifizierung von 
Epitopen bzw. 
Mimotopen durch 
BSBV-spezifische 
mAk und pAk 
    
 Vektorkonstruktion mit  
BNYVV           
Epitopsequenzen 
 Vektorkonstruktion mit   
BNYVV und BSBV 
Epitopsequenzen 
 
     
Verwendung 
geeigneter Epitope 
bzw. Mimotope auf 
einem der beiden 
Präsentations-
systeme 
E. coli Expression 
von scFv-
Fusionsproteinen 
zum Nachweis von 
BNYVV im 
vollständig 
rekombinanten 
ELISA  Transfektion von      N. benthamiana 
 E. coli 
Expression 
 P. pastoris 
Expression
  
       
 Analyse der PVX 
Epitop-Präsentation: 
- ELISA 
- Western Blot 
- EM-Studien 
 Analyse der VLP 
Epitop-Präsentation: 
- ELISA 
- Western Blot 
- EM-Studien 
 
 
Charakterisierung 
der scFvs durch: 
- Sequenzierung 
- EM-Studien 
- Affinitäts-
messungen (SPR) 
- Epitop „Mapping“ 
durch „Peptide 
display“ 
 
Eignung für die Impfstoffentwicklung 
 
   
Diagnoseassay   
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2.1 Material 
2.1.1 Chemikalien und Verbrauchsmittel 
Alle verwendeten Chemikalien und Fertiglösungen besaßen mindestens den Reinheitsgrad 
p.a. und wurden von folgenden Firmen bezogen: Amersham-Buchler (Braunschweig), 
Biacore (Uppsala, Schweden), BioRad (München), Boehringer (Mannheim), Dianova 
(Hamburg), Difco (Detroit, USA), Fluka (Neu-Ulm), GibcoBRL (Karlsruhe), ICN (Eschwege), 
Invitrogen (Leek, Niederlande), Kodak (Stuttgart), Merck (Darmstadt), Pharmacia (Uppsala, 
Schweden), Promega (Mannheim), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg) und Sigma 
(Deisenhofen). 
Verbrauchsmaterialien stammten von folgenden Firmen: Biocell (Cardiff, England), Biozym 
(Hessisch Oldendorf), Costar (Bodenheim), Eppendorf (Hamburg), Greiner (Solingen), 
Kodak (Stuttgart), Millipore (Eschborn), New England Biolabs (Schwalbach), Nunc (Biebrich), 
Plano (Wetzlar), Roth (Karlsruhe), Schott-Glaswerke (Mainz), Serva (Heidelberg), USB (über 
Amersham, Braunschweig), Whatman (Maidstone, England) und Zeiss (Oberkochen). 
 
2.1.2 Geräte, Apparaturen und Zubehör 
• Sequenzierautomaten: „LiCor automated sequencing unit“ (MWG Biotech, Ebersberg) & 
Computer, Betriebssystem OS/2 Warp4 und Software für Licor DNS-Sequenzer, ABI 
Prism 3700 Sequencer (Perkin-Elmer, Applied Biosystems, Foster City, USA) 
• Biacore2000 (Uppsala, Schweden) 
• Elektronenmikroskop: Zeiss EM 906 (Zeiss, Göttingen) 
• Elektrotransformation: „Gene Pulser“ und „Pulse Controller Unit“ (BioRad, München) 
• Gelelektrophorese-Apparaturen: Elektrophoresekammern, Gelträger, Probenkämme, 
Netzteile, Mini-Protean II-, Transblot-Zelle und Semi-Dry-blot (BioRad, München) 
• PCR-Thermozykler: Primus und Primus 96plus (MWG, Ebersberg), „Programmable 
Thermal Controller“ PTC-100TM (MJ Research Inc, Watertown, USA, über Biozym, 
Oldendorf) 
• Photodokumentation: Kamera MP4 (Polaroid, Cambridge, MA, USA), Schwarzweiß-
Sofortfilm Typ 667 Polaroid, (Cambridge, MA, USA) 
• Photometer: Zweistrahl-Spektrophotometer Uvikon 943 (BioTEK Kontron, Neufahrn), 
Multiscan 8-Kanalphotometer SpectraMax 340 (Molecular Devices, Sunnyvale - 
Kalifornien; USA), CARY 50 conc (varian, Australien) 
• „Probe Sonicator“ (Braun, Melsungen) 
• Schüttler: Innova 4430 (New Brunswick Scientific GmbH, Nürtingen) 
• Speed Vac: Bachhofer Vacuum Concentrator (Bachhofer, Reutlingen) 
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• UV-Transilluminator: Wellenlänge 302 nm (Bachhofer, Reutlingen) 
• Waagen: Sartorius BL1500S, 1202 MP und BP 121 S (Sartorius, Göttingen) 
• Wasserbäder: Kühlwasserbad Haake D8 und DC1 (Haake, Karlsruhe), Wasserbad Julabo 
PC (Julabo Labortechnik GmBH, Seelbach, über Braunschweiger Laborbedarf) 
• Zentrifugen: Avanti J-25 und Avanti 30 (Beckman, Fullerton, CA, USA), Biofuge Pico, 
Megafuge 3.0R, Rotor 5315 (Heraeus, Hanau), Sigma 4-10 (Sigma, Steinheim); Rotoren: 
F0650, F2402H, JA-25.50 und JLA-10.500 Beckman (Fullerton, CA, USA); MicrofugeR 
(Beckman, Fullerton, CA, USA), Rotina 35, Sorvall RC-5B (DuPont de Nemours GmBH, 
Bad Nauheim), Eppendorf Centrifuge 5810R und 5403 (Eppendorf, Hamburg) Sigma 
11140 und 11222 (Sigma, Steinheim) 
 
2.1.3 Enzyme und Reaktionskits 
Mit Ausnahme der Taq-DNS-Polymerase, die von den Firmen GibcoBRL (Karlsruhe) oder 
MWG-Biotech (Ebersberg) bezogen wurde, wurden alle verwendeten Enzyme von den 
Firmen New England Biolabs (NEB, Schwalbach), Boehringer (Mannheim) oder GibcoBRL 
(Karlsruhe) geliefert und – sofern nicht anders angegeben – nach Herstellerangaben 
eingesetzt. 
 
Verwendete Reaktionskits: 
• QIAprep Spin Miniprep Kit, Qiagen (Hilden) 
• QIAGEN Plasmid Midi Kit (100), Qiagen (Hilden) 
• QIAquick Gel Extraction Kit, Qiagen (Hilden) 
• „Thermosequenase cycle sequencing kit“, USB (über Amersham, Braunschweig) 
 
2.1.4 Antikörper und enzymkonjugierte Antikörper 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden für den ELISA (2.3.11) oder Western Blot (2.3.7) sowie für 
die Immunogoldmarkierung in der Elektronenmikroskopie (2.4.4) die folgenden 
monoklonalen Antikörper bzw. polyklonalen Seren verwendet: 
• mAk α-His: Monoklonaler Mausantikörper gegen das His6-Epitop (Qiagen, Hilden) 
• GAMAP: Polyklonales, AP-konjugiertes Ziege anti-Maus Serum (Dianova, Hamburg) 
• GARAP: Polyklonales, AP-konjugiertes Ziege anti-Kaninchen Serum, (Dianova, Hamburg) 
• mAk α-KDEL: Monoklonaler Mausantikörper mit Spezifität für das Grp78 Epitop (Biomol, 
Hamburg) 
• mAk 9E10: Monoklonaler Mausantikörper gegen c-myc-Markerpeptide (Evan et al., 1985) 
• α-M13HRP: Monoklonaler HRP-konjugierter Mausantikörper gegen M13 Phagen 
(Pharmacia, Uppsala, Schweden) 
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• GAM5nm: Polyklonales, 5 nm Gold-konjugiertes Ziege anti-Maus Serum (batch Nr. 9644, 
Biocell, Cardiff, England) 
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• GAM10nm: Polyklonales, 10 nm Gold-konjugiertes Ziege anti-Maus Serum (batch Nr. 1828, 
Biocell, Cardiff, England) 
• GAM15nm: Polyklonales, 15 nm Gold-konjugiertes Ziege anti-Maus Serum (batch Nr. 3848 
oder 9320, Biocell, Cardiff, England) 
 
Für die Detektion von BNYVV, BSBV, PVX und Ty-VLPs wurden die folgenden 
monoklonalen Antikörper und polyklonalen Seren verwendet: 
 
Antikörper Spezifität Bezugsquelle 
pAk 312 BNYVV Partikel R. Koenig, BBA, Braunschweig 
pAk 518 BNYVV Hüllprotein R. Koenig, BBA, Braunschweig 
pAk INRA BNYVV Partikel (F3 Isolat) O. Lemaire, INRA, Colmar, France 
mAk 3H12 BNYVV Partikel (Epitop 4) A. Schots, WAU, Wageningen, Niederlande 
mAk 8D6 BNYVV Partikel (Epitop 4) A. Schots, WAU, Wageningen, Niederlande 
mAk SCR86 BNYVV Partikel (Epitop 4) L. Torrance, SCRI, Dundee, Schottland 
mAk 14CG6 BNYVV Partikel (Epitop 4) J. Vetten, BBA, Braunschweig 
mAk SCR84 BNYVV Partikel (Epitop 6) L. Torrance, SCRI, Dundee, Schottland 
mAk SCR87 BNYVV Partikel (Epitop 3) L. Torrance, SCRI, Dundee, Schottland 
mAk Maff 9 BNYVV Partikel (Epitop 1) N. Boonham, CSL, York, UK 
pAk 981 BSBV Partikel (Serotyp Ahlum) R. Koenig, BBA, Braunschweig 
pAk 913 BSBV Hüllprotein R. Koenig, BBA, Braunschweig 
mAk 1C10 BSBV Partikel J. Vetten, BBA, Braunschweig 
mAk 5H12 BSBV Partikel J. Vetten, BBA, Braunschweig 
mAk 6G2 BSBV Partikel J. Vetten, BBA, Braunschweig 
pAk PVX PVX Partikel M. Schönfelder, DSMZ, Braunschweig 
mAk BB2 Hefe „virus-like particles“ (VLPs) J. Brookman, University of Manchester, UK 
 
2.1.5 Phagenbibliotheken und Plasmidvektoren 
 
2.1.5.1 Peptid-Phagenbibliotheken 
pVIII 9aa-Bibliothek (Felici et al., 1991) 
pVIII 9aaCys-Bibliothek  (Luzzago et al., 1993) 
Ph.D.-12  New England Biolabs, NEB 
 
2.1.5.2 ScFv-Phagenbibliotheken 
CAT scFv-Bibliothek (Vaughan et al., 1996), CAT, Cambridge, England 
Sheets scFv-Bibliothek  (Sheets et al., 1998) 
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2.1.5.3 Plasmidvektoren 
pC89  (Cesareni, 1987; Mead & Kemper, 1987) 
pHEN  (Hoogenboom et al., 1991) 
pHENhis  D. Peschen, RWTH-Aachen, unveröffentlicht 
pCANTAB  Amersham Pharmacia Biotech, Schweden 
pDAP2/S (Kerschbaumer et al., 1997) 
pDAP2/Stet  (Kerschbaumer & Himmler, 1999) 
pCL  (Uhde et al., 2000) 
pCL-ZIP (Kerschbaumer & Himmler, 1999) 
pET21d Novagen, Bad Soden 
pET22b  Novagen, Bad Soden 
pCR2.1-TOPO Invitrogen, Groningen, Niederlande 
pGEM3Zf(+) (Sambrook et al., 1996), Promega, Wisconsin, USA 
pJEF724 (pGTyH3)  (Boeke et al., 1985) 
pPIC3.5K  (Higgins & Cregg, 1998), Invitrogen, Groningen, Niederlande 
pPIC9K (Higgins & Cregg, 1998), Invitrogen, Groningen, Niederlande 
pCXI (Cruz et al., 1996) 
pPVX201 (Baulcombe et al., 1995)  
 
2.1.6 Bakterienstämme und Hefestämme 
Stamm  Genotyp Charakterisierung 
BL21(DE3) 
 
F- ompT hsdSB´ (rB-  mB-) dcm- gal λ(DE) (Studier & Moffatt, 1986; Studier et 
al., 1990) 
DH5α supE44 lacU169 (Φ80dlacZ ∆M15) hsdR17 recA endA1 gyrA96 thi-1 relA1 
(Hanahan, 1983) 
ER2738 F´ lacIq ∆(lacZ)M15 proA+B+ zzf::Tn10(TetR)/fhuA2 supE thi ∆(lac-proAB) 
∆(hsdMS-mrcB)5 (rk- mk- McrBC-) (NEB, Frankfurt) 
HB2151 K12, ara ∆(lac-pro) thi/F`proA+B+  lacI q Z∆M15 (Carter et al., 1985) 
SCS110 rpsL (Strr) thr leu enA thi-1 lacY galK galT ara tonA tsx dam dcm supE44 
∆(lac-proAB) (F´ traD36 proAB lacIqZ∆M15) (Stratagene, Amsterdam, 
Niederlande) 
TG1 supE thi-1 ∆(lac-proAB) ∆(mcrB-hsdSM) 5(rK- mK-) (F’traD36 proAB lacIq 
Z∆M15) (Gibson, 1984) 
TOP10 F,- mrcA ∆(mrr-hsdRMS-mrcBC) φ80lacZ∆M15 ∆lacX74 deoR recA1 
araD139 ∆(ara-leu)7697 galU galK rpsL(StrR) endA1 nupG (Grant et al., 
1990) 
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Die o.g. E. coli-Stämme wurden als Rezipienten für rekombinante DNS, zur Vermehrung und 
Isolierung von Plasmiden sowie zur Proteinexpression verwendet. 
 
Verwendeter Pichia pastoris Hefeexpressionsstamm: 
 Stamm  Genotyp Charakterisierung 
 GS115 his4 
Derivat des P. pastoris Wildtyp-Stammes Y-11430 (Higgins &  
Cregg, 1998) 
 
2.1.7 Virus-Isolate 
Virus-Isolatbezeichnung Herkunft 
BNYVV-Ju2Pe 
  
Jugoslawisches BNYVV-Isolat, das nur RNS 1 und 2 enthält 
(Koenig et al., unveröffentlicht) 
BNYVV-Rg Deutsches BNYVV-Isolat (Regensburg), das nur RNS 1 und 2 
enthält (Koenig & Burgermeister, 1989) 
BSBV Serotyp Ahlum Deutsches BSBV-Isolat (Ahlum bei Braunschweig) des BSBV 
(Lesemann et al., 1989) 
BSBV Serotyp Wierthe Deutsches BSBV-Isolat (Wierthe bei Braunschweig) des 
BSBV (Lesemann et al., 1989) 
 
2.1.8 Pflanzen 
Zum Nachweis und zur Vermehrung von Pflanzenviren dienten die folgenden Pflanzen: 
 
Pflanzenart (Familie) Infektionstyp
Chenopodium quinoa (Chenopodiaceae) Lokalläsionswirt von BNYVV und BSBV 
Gomphrena globosa (Amaranthaceae) Lokalläsionswirt von PVX 
Nicotiana benthamiana (Solanaceae) Systemische Infektionen durch PVX 
 
2.1.9 Synthetische Oligonukleotide 
Alle verwendeten Oligonukleotide wurden von MWG (Ebersberg) synthetisiert und einer 
HPLC-Reinigung unterzogen. Die gereinigten Primer konnten nach entsprechender 
Verdünnung direkt für PCR-Reaktionen (2.2.3) und DNS-Sequenzierungen (2.2.9) verwendet 
werden. Fluoresceinmarkierte Oligonukleotide wurden zur DNS-Sequenzierung mit dem 
LiCor-Sequenzierautomaten verwendet und sind mit der jeweiligen fluoreszierenden 
Markierung IDR-700 oder IRD-800 gekennzeichnet. Die Bindungsspezifitäten aller 
verwendeten Oligonukleotide sind im Ergebnisteil beschrieben. 
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2.1.9.1 Oligonukleotide zur Sequenzierung 
Universe (IRD-700/IRD-800) 5´- GTT GTA AAA CGA CGG CCA GT -3´ 
Reverse (IRD-700/IRD-800) 5´- ACA CAG GAA ACA GCT ATG AC -3´ 
PHEN5´ (IRD-700/IRD-800) 5´- GGA GAC AGT CAT AAT GAA ATA CC -3´ 
PHEN3´back (IRD-700/IRD-800) 5´- GAC GTT AGT AAA TGA ATT TTC -3´ 
Cortese (IRD-700) 5´- TTG ATA CCG ATA GTT GCG CCG AC -3´ 
Cortese2 (IRD-800) 5´- TTT AAT GGA AAC TTC CTC ATG -3´ 
Cys6 (IRD-800) 5´- AGT AGC AGA AGC CTG AAG -3´  
Ph.D.-12 (IRD-700) 5´- CCC TCA TAG TTA GCG TAA CG -3´ 
CX2 5´- CTA GAT GCA GAA ACC ATA AG -3´ 
CX4 5´- CGG GCT GTA CTA AAG AAA TC -3´ 
 
2.1.9.2 Oligonukleotide für die PVX-Klonierung 
Universe  5´- GTT GTA AAA CGA CGG CCA GT -3´ 
CX1 5´- TTG AAG AAG TCG AAT GCA GC -3´ 
CX2 5´- CTA GAT GCA GAA ACC ATA AG -3´ 
CX3 5´- ATA GCA GTC ATT AGC ACT TC -3´ 
CX4 5´- CGG GCT GTA CTA AAG AAA TC -3´ 
CX-RTSP 5´- AAA CGG CCG ATG AGT AGA ACA AGC CCA CCA GGA CAA CCC  
GCG AGC ACA ACA CAG C-3´ 
CX-SANV 5´- AAA CGG CCG ATG AGT AGC GCT AAC GTC AGA AGA GAC CCC 
GCG AGC ACA ACA CAG C -3´ 
CX-RTSPSANV 5´- AAA CGG CCG ATG AGT AGA ACA AGC CCA CCA GGA CAA AGC 
GCT AAC GTC AGA AGA GAC CCC GCG AGC ACA ACA CAG C -3´ 
 
2.1.9.3 Oligonukleotide für die Ty-Klonierung 
TyA-1 5´- ATC AAC CAT GGA ATC CCA ACA ATT GTC TCA ACA TTC -3´ 
TyA-2 5´- GCG GCC GCT TCA ACT AGT TGT ATT CGT ATA GCT GCG -3´ 
Ty-RTSP 5´- AAA CAA TTG AGA ACA TCA CCA CCT GGT CAA TCT CAA -3´ 
Ty-SANV 5´- AAA CAA TTG TCA GCT AAT GTT AGA AGA GAT TCT CAA -3´ 
Ty-RTSPSANV 5´- AAA CAA TTG AGA ACA TCA CCA CCT GGT CAA TCA GCT -3´ 
TyA2-RTSP 5´- GCG GCC GCT TCA TTG ACC AGG TGG TGA TGT TCT ACT -3´ 
TyA2-his 5´- GCG GCC GCT TCA ATG GTG ATG GTG ATG GTG ACT AGT -3´ 
Ty-DPRY 5´- AAA CAA TTG GAT CCA AGA TAT TCT CAA CAT TCA CCC -3´    
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2.1.10 Standard-Medien, -Puffer und -Lösungen 
Alle Standard-Lösungen, -Puffer und -Medien wurden nach Sambrook et al., (1996), Ausubel 
et al., (1995) oder Coligan et al., (1995) hergestellt. Spezielle Lösungen oder Puffer sind am 
Anfang der jeweiligen Methode aufgeführt und wurden in doppelt destilliertem Wasser 
angesetzt. Zur Einstellung des pH-Werts wurde, wenn nicht anders vermerkt, 1 M HCl oder 
1 M NaOH verwendet. Falls nicht anders angegeben, wurden alle Lösungen durch 
Autoklavieren (25 min/121°C/1bar) sterilisiert. Thermolabile Lösungskomponenten wurden 
sterilfiltriert (0,2 µm) und nach dem Autoklavieren sowie Abkühlen auf 50°C zugesetzt. 
 
2.2 Molekularbiologische Methoden 
Alle gentechnologischen Arbeiten wurden nach S1-Richtlinien durchgeführt und waren durch 
das Regierungspräsidium des Landes NRW sowie vom BGA genehmigt [AI3-04/1/0866/88: 
AZ 521-K1-8/98 (S1) und 55.8867/-4/93:AZ 64-K-1.8/01 (Gewächshäuser, Phytokammern)]. 
 
2.2.1 DNS Klonierungstechniken 
 
2.2.1.1 Restriktion von DNS 
DNS-Restriktionen erfolgten nach den angegebenen Reaktionsbedingungen des Herstellers. 
Dabei wurde ca. 1 µg DNS mit 1-3 Units des entsprechenden Enzyms bei optimaler 
Temperatur für mind. 1 h inkubiert. Bei Verdau mit zwei Enzymen wurden die 
Pufferbedingungen so gewählt, dass für beide Enzyme möglichst optimale Bedingungen 
gegeben waren. Bei Kombinationsspaltungen mit Pufferinkompatibilität wurde der erste 
Verdau mit dem Enzym durchgeführt, das im Puffer mit der geringeren Salzkonzentration 
schnitt. Für den nachfolgenden Verdau wurde die Salzkonzentration den optimalen 
Bedingungen des zweiten Enzymes entsprechend angepasst.  
 
2.2.1.1.1 BstNI Fingerprinting 
Die BstNI Restriktionsanalyse diente zur Feststellung der Diversitäten der zwei „Phage 
display“-Bibliotheken nach den jeweiligen „Panning“-Runden. Dazu wurden PCR-
amplifizierte scFv-Fragmente mit BstNI 2 h bei 60°C restringiert und der Verdau 
anschließend auf einem 4% (w/v) Agarosegel (2.2.5.1) aufgetrennt. 
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2.2.1.2 Dephosphorylierung linearer DNS 
Nach Spaltung mit Restriktionsendonukleasen wurde Vektor-DNS zusätzlich mit alkalischer 
Phosphatase behandelt, um die endständigen 5‘-Phosphatgruppen zu entfernen und damit 
eine Rezirkularisierung der Vektor-DNS bei der Ligation (2.2.1.4) zu verhindern. 
 
2.2.1.2.1 „calf intestine alkaline phosphatase“ (CIP, Boehringer) 
10x CIP-Puffer: 0,5 M Tris-HCl, pH 8,5  
 1,0 mM EDTA 
1-2 µg Vektor-DNS wurden mit 1 µl CIP (1U/µl) in 1x CIP-Puffer in einem Reaktionsvolumen 
von 20-50 µl für 20 min bei 37°C inkubiert. Nach einer weiteren Zugabe von 1 µl CIP wurde 
dieser Ansatz für 15 min bei 56°C inkubiert. Das Enzym wurde anschließend durch Zugabe 
von 0,5% (w/v) SDS (Endkonzentration) und EDTA pH 8,0 (Endkonzentration 5 mM) 
denaturiert. Der Ansatz wurde mit Phenol extrahiert (2.2.4.1) und die DNS gefällt (2.2.4.2). 
 
2.2.1.2.2 „shrimps alkaline phosphatase“ (Boehringer) 
Die aus Krabben gewonnene alkalische Phosphatase hat im Vergleich zu der aus 
Kälbereingeweiden gewonnenen den Vorteil, dass sie durch eine Inkubation von 15 min bei 
65°C vollständig inaktiviert wird. Pro µg Vektor-DNS wurden 2U „shrimps alkaline 
phosphatase“ (Boehringer) eingesetzt. Nach der Reaktion (1 h 37°C) wurde die alkalische 
Phosphatase Hitze-inaktiviert (15 min/65°C) und der Ansatz anschließend über das QIAgen 
Kit aufgereinigt. 
 
2.2.1.3 „Fill-in“ Reaktion 
DNS, deren überhängende Enden nicht komplementär waren, konnte in Ligationsreaktionen 
(2.2.1.4) einsetzt werden, wenn zuvor eine „fill in“-Reaktion durchgeführt wurde. Dazu 
wurden die zu ligierenden Fragmente mit 3U T4 DNS-Polymerase (Lin et al., 1987) pro µg 
DNS in Gegenwart von 2 mmol jedes dNTPs behandelt (1 h/12°C). T4 DNS-Polymerase füllt 
in Gegenwart von dNTPs 5‘-Überhänge auf und baut 3‘-Überhänge ab. Mit den so erzeugten 
glatten Enden („blunt ends“) erfolgte anschließend eine „blunt end“-Ligation (2.2.1.4). 
 
2.2.1.4 Ligation restringierter DNS-Fragmente 
Linearisierte DNS-Fragmente wurden mit T4 DNS-Ligase (GibcoBRL) verknüpft. Das aus 
einem Agarosegel isolierte (2.2.5.2) DNS-Fragment wurde im molaren Verhältnis von 3:1 bis 
6:1 zum Vektor eingesetzt. Die Ligation erfolgte in einem Gesamtvolumen von 10 oder 20 µl 
mit 0,5 oder 1U T4 DNS-Ligase in T4 DNS-Ligasepuffer. Der Ansatz wurde üN bei 16°C 
inkubiert und anschließend zur Transformation von E. coli Zellen (2.2.7) eingesetzt.  
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2.2.2 Reverse Transkription zur Erststrang cDNS-Synthese 
Als Ausgangsmaterial für die cDNS-Herstellung diente die ssRNS der mit „Immunocapture“ 
(2.3.10) eingefangenen Viruspartikel.  
 
5x Reaktionspuffer:  250 mM Tris-HCl, pH 8,3 
       375 mM KCl 
       15 mM MgCl2 
 
20x SSC:     3,0 M NaCl 
       0,3 M Natriumcitrat, pH 7,0 
 
dNTP-Mix:      je 25mM dATP, dCTP, dGTP und dTTP 
 
„Annealing“-Mix:   64,6 µl H2O 
       1,7 µl 20x SSC 
       0,7 µl Primer (100 µM) 
  
cDNS-Mix:     20 µl 5x Reaktionspuffer 
       2 µl dNTP-Mix 
       10 µl DTT (0,1M) 
       1 µl SuperskriptII (200 U/µl) 
 
Der „Annealing“-Mix wurde zu den nach 2.3.10 vorbereiteten Eppendorfreaktionsgefäßen 
pipettiert und nach dem Vortexen und kurzem Abzentrifugieren für 3 min bei 80°C erhitzt. Die 
Anlagerung der Primer wurde durch Herunterkühlen im Wasserbad auf 42°C erreicht. Nach 
Zugabe des cDNS-Mix zum „Annealing“-Mix wurde der Ansatz zur cDNS-Synthese für 1 h 
bei 42°C inkubiert und anschließend sofort auf Eis gekühlt. Die Denaturierung der cDNS von 
der RNS wurde durch 10-minütiges Aufkochen erreicht und die Proben bei –20°C bis zur 
Verwendung für die PCR-Amplifikation eingefroren.  
 
2.2.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
Eine wesentliche Bereicherung der molekularbiologischen Methoden stellt die von Saiki et al. 
(1985) etablierte Methode der Polymerase-Kettenreaktion („polymerase chain reaction“, 
PCR) dar, die die selektive in vitro Vermehrung und Modifikation von bestimmten DNS 
Abschnitten ermöglicht. Durch den Einsatz der hitzestabilen Taq-DNS-Polymerase aus dem 
thermophilen Bakterium Thermus aquaticus (Saiki et al., 1988) ist die exponentielle 
Anreicherung eines definierten DNS-Fragments um den Faktor 106-107 mit Hilfe von 
Thermozyklern in kurzer Zeit möglich. 
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2.2.3.1 PCR-Amplifikation von DNS-Fragmenten 
Die PCR-Technik wurde hier eingesetzt, um DNS-Fragmente zu amplifizieren, neue 
Restriktionsenzymschnittstellen einzuführen und somit die Klonierung amplifizierter 
Fragmente in entsprechend restringierte Vektoren zu ermöglichen.  
 
PCR-Mix: Matrizen DNS (10-500 ng) 2 µl 
 5‘-Primer (100 µM) 0,5 µl 
 3‘-Primer (100 µM) 0,5 µl 
 dNTP-Mix (je 25 mM, s. 2.2.2) 0,4 µl 
 MgCl2 (50 mM) 2 µl 
 10xTaq DNS-Polymerase Puffer 5 µl 
 Taq DNS-Polymerase (2U/µl) 0,5 µl 
 destilliertes Wasser   ad 50µl  
 
Nach Herstellung des PCR-Mix (s.o.) wurde die DNS nach dem folgenden Zyklusschema im 
Thermozykler amplifiziert: 
 
Standard-PCR-Programm: 1x  5 min 95°C initiale Denaturierung  
 1 min 95°C Denaturierung 
 30-35x 1-1,5 min Tp Primer-Anlagerung 
  1-2 min 72°C Primer-Verlängerung 
 1x 5 min 72°C finale Verlängerung
 
Die Anlagerungstemperatur (Tp) wird als 5°C unterhalb der Schmelztemperatur Tm der 
Primer liegend festgelegt. Tm ist abhängig von der Länge der Primer und dem zur Matrize 
komplementären C/G-Anteil gegenüber dem A/T-Anteil. Die Anlagerungstemperatur (Tp) liegt 
gewöhnlich zwischen 48°C und 72°C. Bei Auftreten von unspezifischen PCR-Produkten 
wurde die Anlagerungstemperatur erhöht.  
 
Für die Amplifikation von DNS unter Verwendung von besonders langen Oligonukleotiden, 
die einen zur Ziel-DNS nicht komplementären Bereich mit zusätzlichen Restriktions- und 
Epitopsequenzen enthielten, wurde ein Rampen-Programm verwendet.  
 
Rampen-PCR-Programm: 1x  5 min 95°C initiale Denaturierung  
  45 sec 95°C Denaturierung
  0,3°C/1 sec ↓Tp Rampe 
 40x 1,5 min 50-52°C Primer-Anlagerung 
  45 sec 72°C Primer-Verlängerung 
 1x 5 min 72°C finale Verlängerung 
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In diesem Programm wurde die Temperatur nach dem Denaturierungsschritt langsam 
(0,3°C/sec) auf eine niedrige Anlagerungstemperatur gebracht, um eine optimale Anlagerung 
des Oligonukleotids zu ermöglichen. Nach Beendigung der PCR-Reaktion wurde eine 
analytische Agarosegelelektrophorese (2.2.5.1) mit einem kleinen Teil des Gesamtansatzes 
durchgeführt, um die Ausbeute, Reinheit und Größe des amplifizierten Fragments zu 
überprüfen. Bei hoher Ausbeute und Qualität wurde das Produkt mit Hilfe einer präparativen 
Agarosegelelektrophorese (2.2.5.2) aufgetrennt, aus dem Gel isoliert und für die 
vorgesehenen Klonierungsschritte verwendet.  
 
2.2.3.2 PCR-basierte Analyse rekombinanter Bakterienklone 
Diese Methode ermöglicht die schnelle und direkte Analyse einer großen Anzahl 
transformierter Bakterienklone ohne vorherige Plasmidpräparation. Dazu wurden die 
rekombinanten Bakterien direkt von Selektionsplatten, 16 h nach dem Ausplattieren, mit 
sterilen Zahnstochern gepickt und diese kurz in 20 µl PCR-Mix (2.2.3.1) gespült. 
Anschließend wurde eine Standard-PCR mit Fragment-spezifischen Primern und 30 Zyklus-
Wiederholungen durchgeführt (2.2.3.1). Nach Beendigung der PCR wurden die PCR-
Ansätze der einzelnen Reaktionen auf einem analytischen Agarosegel (2.2.5.1) aufgetrennt. 
Die „Master“-Platte wurde bei 4°C gelagert. 
 
2.2.4 Reinigung, Fällung und Konzentrationsbestimmung von DNS 
2.2.4.1 PCI-Extraktion 
Zur Entfernung von Proteinen und anderen Verunreinigungen aus Nukleinsäurelösungen 
wurden diese einer PCI-Extraktion unterzogen. Die Proben wurden mit 1 Vol TE-(10 mM 
Tris-HCl pH 7,5; 1 mM EDTA) gesättigtem Phenol gründlich gemischt und zur Phasen-
trennung 5 min bei 13000 x g zentrifugiert. Die obere wässrige Phase wurde anschließend 
mit 1 Vol Phenol (TE-gesättigt)/Chloroform (1:1) erneut extrahiert und wieder bis zur 
Phasentrennung zentrifugiert. Eine weitere Extraktion wurde mit 1 Vol Chloroform 
durchgeführt, um Phenolspuren aus der wässrigen Phase zu entfernen.  
 
2.2.4.2 Fällung mit Ethanol oder Isopropanol 
Zur Konzentrierung, Reinigung und Umpufferung von DNS aus wässrigen Lösungen wurden 
Präzipitationen mit Hilfe von absolutem (abs.) Ethanol oder Isopropanol durchgeführt. Die 
Proben wurden mit 1/10 Vol 3 M Natriumacetat (pH 5,5) und 2,5 Vol abs. Ethanol (bzw. 0,5 
Vol Isopropanol) versetzt und mindestens 2 h bei -20°C oder 30 min bei -70°C gefällt. 
Anschließend wurde die DNS durch Zentrifugation bei 13000 x g (20 min/4°C) sedimentiert. 
Das DNS-Pellet wurde mit 70% (v/v) Ethanol gewaschen und erneut zentrifugiert 
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(13000 x g/5 min/RT). Nach dem Trocknen (3 min Speed-Vac Zentrifuge (Bachofer) oder 
15 min/RT) der DNS wurde diese in einem gewünschten Puffer oder destilliertem Wasser 
resuspendiert. 
 
2.2.4.3 Konzentrations- und Reinheitsbestimmung 
Die Konzentration und Reinheit einer Nukleinsäurelösung wurde durch photometrische 
Messungen bei den Wellenlängen von 260 nm und 280 nm bestimmt. Dabei entsprach eine 
Extinktion von 1 bei 260 nm einer Konzentration von 50 µg/ml dsDNS bzw. 40 µg/ml ssRNS. 
Die Reinheit einer Nukleinsäure wurde durch den Quotienten Extinktion 260 nm/Extinktion 
280 nm angegeben. Er sollte bei einer reinen DNS Präparation zwischen 1,8 und 1,9 liegen 
(bei RNS zwischen 1,9 und 2,0).  
Die Ermittlung der DNS-Konzentration erfolgte z.T. auch nach Gelelektorphorese (2.2.5.1) in 
ethidiumbromidhaltigen Agarosegelen durch den Vergleich der Fluoreszenzintensität der 
Probenbande mit den Banden einer Marker-DNS bekannter Konzentration bei 302 nm 
(Sambrook et al., 1996). 
 
2.2.5 Agarosegelelektrophorese von DNS 
2.2.5.1 Analytische Agarosegelelektrophorese 
Die analytische Auftrennung von Nukleinsäuren in 0,8-2%igen (w/v) Agarosegelen bei einer 
Feldstärke von 1-5 V/cm2 wurde genutzt, um Fragment- und Vektorgrößen aus DNS-
Restriktionen (2.2.1.1) und PCR-Reaktionen (2.2.3) sowie die Konzentration von DNS-
haltigen Lösungen (2.2.8) zu ermitteln. Die Elektrophorese erfolgte im 1x TBE- oder TAE-
Puffersystem unter Zusatz von 0,1 µg/ml Ethidiumbromid (Sambrook et al., 1996). Größen- 
und Konzentrationsstandards waren 500 ng PstI geschnittene DNS des λ-Phagen, 1 kb-
„ladder“ von GibcoBRL oder 100 bp-„ladder“ von NEB. Die Agarosegele wurden mit Hilfe 
einer Schwarzweiß-CCD-Kamera (Herolab) und einem Fotodrucker (Mitsubishi) nach 
Visualisierung im UV-Licht bei 302 nm dokumentiert. 
 
2.2.5.2 Präparative Agarosegelelektrophorese und DNS-Isolierung 
Die präparative Agarosegelelektrophorese wurde eingesetzt, um bestimmte DNS-Fragmente 
nach einer Restriktion (2.2.1.1) oder PCR-Amplifikation (2.2.3) aus Reaktionsansätzen zu 
isolieren. Nach der Gelelektrophorese (2.2.5.1) wurde das DNS-Fragment der gewünschten 
Größe mit einem sterilen Skalpell auf dem UV-Transilluminator bei 302 nm aus dem Gel 
geschnitten und mit dem QIAquick Gelextraktionskits (Qiagen) nach Herstellerangaben 
isoliert. Die Menge an eluierter DNS wurde nach elekrophoretischer Auftrennung eines 
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Aliquots abgeschätzt (2.2.5.1). Anhand dieser Konzentrationsabschätzung wurden die 
molaren Verhältnisse für nachfolgende Ligationsansätze (2.2.1.4) berechnet. 
 
2.2.6 Anzucht von E. coli und Herstellung von Stammkulturen 
2x TY-Medium (pH 7,5):   1,6% (w/v) Trypton 
         1% (w/v) Hefeextrakt 
         0,5% (w/v) NaCl 
 
2x TY/D-Medium (pH 7,5): 2x TY-Medium 
         1% (w/v) Glukose  
   
2x TY/A-Medium (pH 7,5): 2x TY-Medium 
         100 µg/ml Ampizillin (Amp) 
 
2x TY/T-Medium (pH 7,5): 2x TY-Medium 
         20 µg/ml Tetrazyklin (Tet) 
 
TYE-Agarplatten (pH 7,5): 1% (w/v) Trypton 
         0,5% (w/v) Hefeextrakt 
         0,8% (w/v) NaCl 
         1% (w/v) Glukose  
         1,5% (w/v) Agar 
 
TYE/A-Agarplatten (pH 7,5): TYE-Agarplatten (pH 7,5): 
         100 µg/ml Amp 
 
Rekombinante Antibiotikum-resistente E. coli  wurden als Schüttelkultur (225 UpM) in 2x TY-
Flüssigmedium mit entsprechendem Antibiotikumzusatz bei 37°C üN kultiviert. 
Die Selektion rekombinanter, Amp-resistenter Bakterien erfolgte nach einer Transformation 
(2.2.7) durch üN Inkubation bei 37°C auf TYE/A-Agarplatten. Zur kurzzeitigen Lagerung von 
Amp-resistenten Bakterienklonen wurden die TYE/A-Agarplatten bei 4°C gelagert.  
Stammkulturen wurden unter Zusatz von 15-20% (v/v) sterilem Glycerin (Endkonzentration) 
hergestellt und bei -80°C gelagert. 
 
2.2.7 Herstellung kompetenter E. coli Zellen und Transformation 
2.2.7.1 Herstellung und Transformation elektrokompetenter E. coli Zellen  
SOC-Medium:  2,0% (w/v) Trypton 
     0,5% (w/v) Hefeextrakt 
     10,0 mM NaCl 
     2,5 mM KCl 
     20,0 mM MgSO4 
     pH-Wert mit KOH auf 7,5 eingestellt 
 
Zunächst wurden 500 ml 2x TY-Medium (2.2.6) mit 5 ml einer 2x TY-Vorkultur (üN) des 
gewünschten Bakterienstamms angeimpft. Die Kultur wurde bei 225 UpM und 37°C bis zu 
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einer E600nm von 0,5-0,8 inkubiert. Nach 15-20 min Abkühlen auf Eis wurden die Zellen 
zentrifugiert (2000 x g/10 min/4°C), das bakterielle Pellet einmal in 500 ml und nach erneuter 
Zentrifugation (s.o.) in 250 ml eiskaltem sterilem Wasser gewaschen. Anschließend wurden 
die Bakterien in 10 ml und nach erneuter Zentrifugation in 1 ml eiskaltem 10%igem (v/v) 
Glycerin resuspendiert. Alle intermediären Zentrifugationen erfolgten wie oben beschrieben. 
Die kompetenten Zellen wurden zu 40 µl aliquotiert, in flüssigem Stickstoff schockgefroren 
und bei -80°C gelagert. Kontaminationen mit Fremd-DNS und die Transformationseffizienz 
wurden in Kontroll-Transformationen mit sterilem Wasser sowie mit gereinigter Plasmid-DNS 
(2.2.8) überpüft. Zur Elektrotransformation (Dower et al., 1988) wurde die salzfreie Plasmid-
DNS mit 40 µl elektrokompetenten Zellen gemischt und mit dem Gene Pulser der Firma 
Biorad nach Herstellerangaben (2,5 kV, 200 Ω, 25 µF) elektroporiert. Nach Zugabe von 
450 µl SOC-Medium und Inkubation für 45 min bei 37°C wurden ~100 µl der 
Bakteriensuspension auf einer 2x TYE-Agarplatte mit 100 µg/ml Ampizilin (2.2.6) ausplattiert 
und üN bei 37°C herangezogen. Rekombinante Bakterienklone wurden durch PCR-basierte 
Analyse (2.2.3.2) oder Plasmid-Minipräparation (2.2.8) und Kontrollrestriktion (2.2.1.1) 
identifiziert. In beiden Fällen erfolgte anschließend eine analytische Agarosegel-
elektrophorese (2.2.5.1). 
 
2.2.7.2 Herstellung Hitzeschock-kompetenter E. coli Zellen und Transformation 
Für die Transformation von Plasmid-DNS (2.2.8) oder von Ligationsansätzen (2.2.1.4) mittels 
Hitzeschock wurden E. coli  Zellen durch Behandlung mit Rubidiumchlorid (RbCl) chemisch 
kompetent gemacht. 
 
TFB-I-Puffer:  100 mM RbCl 
    745 mM MnCl 
    10 mM CaCl2 
    0,5 mM LiCl 
    35 mM Kaliumacetat 
    15% (v/v) Glycerin 
 
Die Lösungskomponenten wurden in entionisiertem Wasser gelöst, und der pH wurde mit verdünnter 
Essigsäure auf 5,6 eingestellt. Die Lösung wurde sterilfiltriert und bei 4°C gelagert.  
 
TFB-II-Puffer: 10 mM RbCl 
    75 mM CaCl2 
    10 mM MOPS 
    15% (v/v) Glycerin 
 
Die Lösungskomponenten wurden in entionisiertem Wasser gelöst, und der pH wurde mit 1 M NaOH 
auf 7,0 eingestellt. Die Lösung wurde sterilfiltriert und bei 4°C gelagert. 
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Zunächst wurden 500 ml 2x TY-Medium 1:100 mit einer E. coli üN Vorkultur inokuliert und in 
Schüttelkultur bei 37°C bis zu einer E600nm von 0,5-0,8 inkubiert. Nach 10 min Inkubation auf 
Eis wurden die Bakterien zentrifugiert (2000 x g/5 min/4°C) und sofort in 150 ml eiskaltem 
TFB-I-Puffer suspendiert. Nach erneuter Zentrifugation (s.o.) wurde das Bakterienpellet in 
20 ml eiskaltem TFB-II-Puffer aufgenommen und in Aliquots von 100 µl bei -80°C 
eingefroren. 
Für die Transformation wurden 100 µl kompetente Zellen mit 10 µl eines Ligationsansatzes 
(2.2.1.4) oder ca. 100 ng Plasmid-DNS versetzt und für 30 min auf Eis belassen. Die 
Aufnahme der DNS in die Bakterienzelle wurde durch 90 sec Hitzeschock bei 42°C und eine 
2-minütige Schockabkühlung auf Eis erreicht. Nach Zugabe von 800 µl SOC-Medium 
(s. 2.2.6) und Inkubation für 45 min bei 37°C wurden 200 µl der Bakteriensuspension auf 
einer 2x TYE Agarplatte mit entsprechendem Antibiotikum ausplattiert und üN bei 37°C 
herangezogen. Die Selektion und Analyse der Klone erfolgte analog zur Elektro-
transformation (2.2.7.1). 
 
2.2.8 Plasmidisolierung aus E. coli 
Die Mini- bzw. Midipräparation von Plasmid-DNS erfolgte mit den DNS-Isolationskits der 
Firma Qiagen, entsprechend der Anleitung des Herstellers. Die Integrität und Ausbeute der 
präparierten Plasmid DNS wurde durch eine Kontrollrestriktion (2.2.1.1) mit nachfolgender 
Agarosegelelektrophorese (2.2.5.1) oder durch photometrische Messung (2.2.4.3) überprüft. 
Die gereinigte Plasmid DNS wurde bei –20°C gelagert. 
 
2.2.9 DNS-Sequenzierung 
DNS-Mix: x µl DNS (150 ng/kb Konstrukt) 
  1 µl Primer 1 (1 pmol) und/oder 
  1 µl Primer 2 (1 pmol) 
  1 µl DMSO 
  ad 21 µl mit dest. H2O  
 
Alle Sequenzierungen erfolgten nach der von Sanger et al. (1977) beschriebenen Didesoxy-
Kettenabbruchmethode, die im „cycle sequencing“ mit der von Saiki et al. (1985) 
beschriebenen PCR-Amplifikations-Methode (2.2.3) kombiniert wurde.  
Zur Sequenzierung mit dem LiCor DNS-Sequenzer (MWG) wurden Oligonukleotide (MWG) 
verwendet, die am 5’-Ende mit den Farbstoffen IRD 700 oder IRD 800 fluoreszenzmarkiert 
waren. Die von ihnen ausgehenden Signale wurden bei 700 nm bzw. bei 800 nm detektiert 
und aufgezeichnet. Die Sequenzier-Reaktionen wurden mit dem „Thermosequenase 
fluorescence labelled cycle sequencing kit“ (USB) gemäß Herstellerangaben durchgeführt. 
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Dabei wurden 150 ng/kb der, mit dem Qiagen-Kit aufgereinigten, Plasmid-DNS (2.2.8) für die 
PCR-Reaktion eingesetzt.  
 
PCR-Programm: 1x  2 min 95°C initiale Denaturierung  
  30 sec 95°C Denaturierung 
 35x 30 sec 52°C Primer-Anlagerung 
  40 sec 72°C Primer-Verlängerung 
 1x 2 min 72°C finale Verlängerung 
 
Zu jeweils 1,5 µl der ddNTP enthaltenen Sequenzier-Mixe wurden 4,5 µl des DNS-Mix 
pipettiert und mit einem Tropfen Mineralöl überschichtet. Nach der PCR-Reaktion wurden zu 
den Sequenzieransätzen abschließend 4 µl Stop-Puffer gegeben, bevor sie mit dem „Licor 
DNS-Sequenzer“ (MWG) nach Herstellerangaben in denaturierenden (6 M Harnstoff), 4,6-
6,0% (w/v) PAA-Gelen (Sambrook et al., 1996) aufgetrennt wurden. Die Sequenzdaten 
wurden mit dem systemeigenen LiCor Computerprogramm aufgezeichnet und nachträglich 
ausgewertet. 
Sequenzierungen von PVX-Genomsequenzen wurden mit dem ABI Prism 3700 (Perkin-
Elmer) nach Herstellerangaben durchgeführt. 
  
2.2.10 Expression von rekombinanten Proteinen in E. coli 
2.2.10.1 Expression von scFvs im kleinen Maßstab 
Um den Durchsatz von Phagenklonen zu erhöhen und die Methodik zu vereinfachen, wurde 
die Expression von scFvs im Kleinmaßstab durchgeführt. Hierzu wurde 1 ml 2x TY/A-
Medium (2.2.6) mit 0,1% (w/v) Glukose im 2 ml Eppendorfreaktionsgefäß mit einer HB2151 
Kolonie der jeweils vierten „Panning“-Runde der scFv-Bibliotheken angeimpft und für 3 h bei 
37°C angezogen. Anschließend wurde 1 mM IPTG (Endkonzentration) hinzugegeben und 
die Kultur üN unter Schütteln bei 30°C inkubiert. Nach Zentrifugation (4500 x g/15 min/4°C) 
wurde der Überstand direkt im DAS-ELISA (2.3.11.1) auf BNYVV-spezifische scFv getestet.   
 
2.2.10.2 Expression von scFvs in E. coli TG1 
5x M9-Puffer:   240 mM Na2HPO4 
      110 mM KH2PO4 
      43 mM NaCl 
      93,5 mM NH4Cl 
 
M9ZB/GY-Medium: 1x M9-Puffer 
      1/2 Vol 2x TY (2.2.6) 
      1 mM MgSO4 
      1% (v/v) Glycerin 
      100 µg/ml Amp oder 20 µg/ml Tet 
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Eine Einzelkolonie rekombinanter E. coli TG1 diente zur Inokulation einer 2x TY/A- oder 
TY/T-Flüssigvorkultur (2.2.6), die mit 1% (w/v) Glukose supplementiert war und bei 37°C 
unter Schütteln (225 UpM) üN inkubiert wurde. Die Hauptkultur (300-500 ml 2x TY/A- oder 
TY/T mit 1% (w/v) Glukose) wurde mit 1/100 Vol Vorkultur angeimpft und bis zu einer E600nm 
von 0,5-0,8 bei 30°C und Schütteln (225 UpM) inkubiert, bevor die Bakterien sedimentiert 
(4000 x g/15 min/RT) und in gleichem Volumen M9BY/GY-Flüssigmedium resuspendiert 
wurden. Die Bakterienkultur wurde 30 min bei 16°C äquilibriert, bevor durch Zugabe von 
1 mM IPTG (Endkonzentration) die Expression der Antikörperfragmente induziert und die 
Bakterienkultur weitere 72-120 h bei 16°C und Schütteln (200 UpM) kultiviert wurde. 
Anschließend wurden die Bakterien vom Medium separiert (10000 x g/45 min/4°C) und die 
Antikörperfragmente aus dem Kulturüberstand (2.3.1.1) sowie dem Periplasma aufgereinigt 
(2.3.1.2).  
 
2.2.10.3 Expression von „virus-like particles“ (VLPs) in E. coli BL21DE3 
TEN-Puffer: 10 mM Tris-HCl, pH 7,4 
    1 mM EDTA 
    140 mM NaCl 
 
Nach Klonierung der TyA Epitop-Fusionen und deren Überprüfung durch Kontroll-
restriktionen (2.2.1.1) und DNS-Sequenzierung (2.2.9) wurden die entsprechenden pET21d- 
und pET22b-Plasmide in den E. coli Expressionsstamm BL21DE3 transformiert (2.2.7). Für 
die nachfolgende Expression wurden 20 ml 2x TY/DA-Medium (2.2.6) mit 20 µl Stammkultur 
inokuliert und üN bei 37°C und 225 UpM inkubiert. Anschließend wurden 100-300 ml 
2x TY/DA-Medium (Hauptkultur) 1:100 mit der Vorkultur inokuliert und bis zu einer E600nm von 
0,5-0,8 kultiviert. Nach Induktion der Expression durch Zugabe von 1 mM IPTG 
(Endkonzentration) wurden die VLPs üN bei 28°C und Schütteln (200 UpM) exprimiert. 
Anschließend wurden die Bakterien durch Zentrifugation (4000 x g/15 min/RT) sedimentiert, 
mit 25 ml TEN-Puffer gewaschen, in 5 ml TEN-Puffer mit 1 mM PMSF aufgenommen und 
mittels Ultraschallbehandlung aufgeschlossen (2.3.1.3). Dann wurden die VLPs nach 
Abzentrifugieren der Zelltrümmer über einen Saccharosegradienten aufgereinigt (2.3.3.3). 
 
2.2.11 Anzucht von P. pastoris 
RD-Medium: 1,86% (w/v) Sorbitol 
    1,0% (w/v) Glukose 
    1,34% (w/v) Yeast Nitrogen Base (YNB) 
    4 x 10-5% (w/v) Biotin 
 
Das Sorbitol wurde mit einem Endvolumen von 700 ml in entionisiertem Wasser gelöst und 
autoklaviert. Nach Abkühlung auf ca. 50°C wurden die anderen Medienkomponenten aus sterilen 
Stammlösungen zugesetzt, so dass ein Gesamtvolumen von 1 l erhalten wurde. 
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YPD-Medium: 1% (w/v) Hefe-Extrakt 
    2% (w/v) Trypton 
    2% (w/v) Glukose 
 
P. pastoris-Kulturen wurden als Schüttelkulturen in YPD-Flüssigmedium bei 28-30°C unter 
starkem Schütteln (250 UpM) angezogen. Da für die Kultivierung der Hefezellen eine 
ausreichende Versorgung mit Sauerstoff besonders wichtig ist, erfolgte die Anzucht in mit 
Watte luftdurchlässig verschlossenen Erlenmeyerkolben mit Schikanen oder in 50 ml 
Falkonröhrchen, deren Deckel nicht fest verschlossen waren. Darüber hinaus wurde darauf 
geachtet, dass das Kulturvolumen 1/5 des Volumens des Inkubationsgefäßes nicht 
überschritt. Für die Kurzzeitlagerung der Hefen wurden diese auf YPD-Agarplatten 
ausgestrichen, ca. 30 h bei 28°C kultiviert und dann bei 4°C aufbewahrt. Nach der 
Transformation wurden die Hefezellen auf Agarplatten mit Regenerationsmedium (RD) 
plattiert und für 4-7 Tage bei 28°C inkubiert. Für die Anlegung von Stammkulturen wichtiger 
Hefeklone wurden je 450 µl einer üN YPD-Flüssigkultur, die durch Mikroskopieren auf 
Reinheit der Kultur überprüft worden war, mit 150 µl sterilem 60% (v/v) Glycerin gemischt, 
schockgefroren und bei -80°C gelagert. 
 
2.2.12 Transformation von P. pastoris 
2.2.12.1 Herstellung elektrokompetenter P. pastoris 
Li-Acetat-Lösung: 10 mM Tris-HCl, pH 7,5 
      0,1 M Li-Acetat 
      10 mM DTT 
      1 mM EDTA 
   
Zur Herstellung elektrokompetenter P. pastoris (Becker & Guarente, 1991) wurden zunächst 
100 ml YPD-Flüssigmedium (s. 2.2.11) mit 2 ml einer üN Vorkultur inokuliert und bei 30°C 
und Schütteln (250 UpM) bis zum Erreichen einer Zelldichte von ca. 1 x 108 Zellen/ml (nach 
ca. 16-20 h) inkubiert. Die Bestimmung der Zelldichte erfolgte durch Messung der Extinktion 
bei 600 nm: 1 E600nm = 5 x 107 Zellen/ml (Cregg et al., 1987). Nach mikroskopischer 
Überprüfung der Reinheit der Hauptkulturen wurden diese zentrifugiert (3000 x g/5 min/4°C). 
Die sedimentierten Hefen wurden in 25 ml Li-Acetat-Lösung resuspendiert und für 1 h bei RT 
inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation (s.o.) wurde das Hefezellensediment in 100 ml 
sterilem, eiskaltem Wasser aufgenommen und wieder, wie oben beschrieben, zentrifugiert. 
Der zweite Waschschritt wurde mit 50 ml sterilem, eiskaltem Wasser durchgeführt. Nach der 
Zentrifugation (s.o.) wurden die Hefezellen in 50 ml eiskaltem 1 M Sorbitol aufgenommen, 
erneut sedimentiert (s.o.), in 5 ml eiskaltem 1 M Sorbitol resuspendiert und zentrifugiert 
(s.o.). Schließlich wurden die Hefezellen in 300 µl eiskaltem 1 M Sorbitol resuspendiert, in 
100 µl Portionen aliquotiert und für Elektroporationen (2.2.12.2) verwendet. 
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2.2.12.2 Elektrotransformation von P. pastoris 
Elektrokompetente Hefezellen (2.2.12.1) wurden noch am gleichen Tag, an dem sie 
hergestellt worden waren, transformiert. Zu 100 µl auf Eis gelagerten Zellen wurden 50 µg 
mit BglII geschnittene (2.2.1.1) und gereinigte Plasmid-DNS (2.2.8) und 20 µg 
hitzedenaturierter einzelsträngiger „Carrier“- DNS aus Lachssperma (Schiestl & Gietz, 1989) 
pipettiert. Der Ansatz wurde vorsichtig gemischt und für 10 min auf Eis inkubiert. Die 
Elektroporation wurde mit dem „GenePulser“, der „Pulse Controller Unit“ und Küvetten mit 
0,2 cm Elektrodenabstand (BioRad) durchgeführt. Für die Impulsgabe wurden folgende 
Parameter eingestellt: Spannung: 1,5 kV, Widerstand: 200 Ω, elektrische Kapazität: 25 µF. 
Unmittelbar nach Impulsgabe wurde der Reaktionsansatz mit 900 µl 1 M Sorbitol versetzt 
und 1 h bei 30°C ohne Schütteln inkubiert. Dieser Schritt förderte die Regeneration der 
transformierten Hefezellen, die anschließend in 50-300 µl Portionen auf RD-Agarplatten (RD-
Flüssigmedium s. 2.2.11 mit 2% (w/v) Agar) ausgestrichen und bei 28°C für 4-7 Tage 
inkubiert wurden. Zur Bestimmung der Lebendzellzahl wurden von jedem 
Transformationsansatz 50 µl einer 1:100 Verdünnung auf RDH-Agarplatten (2.2.11), die 
zusätzlich mit Histidin in einer Endkonzentration von 0,004% (w/v) supplementiert waren, 
ausplattiert. 
 
2.2.13 G418-Resistenz Selektion rekombinanter P. pastoris Klone 
Die Identifizierung möglicher „multi-copy“-Klone, d.h. Klone mit mehreren genomisch 
integrierten Kopien der Expressionskassette, durch Selektion auf G418-haltigen Medien ist 
von Scorer et al. (1994) beschrieben worden und wurde wie folgt durchgeführt: 
Einzelkolonien transformierter P. pastoris wurden mit einem sterilen Zahnstocher durch 
Einstechen auf YPD-Agarplatten (YPD-Flüssigmedium s. 2.2.11 mit 2% (w/v) Agar) mit dem 
Antibiotikum G418 in den Endkonzentrationen 0,25 mg/ml, 0,5 mg/ml und 0,75 mg/ml 
übertragen. Nach drei- bis viertägiger Inkubation bei 28°C wurden die Platten ausgewertet. 
Die Kolonien mit der höchsten Resistenz gegenüber dem G418 Antibiotikum wurden einer 
Expression im kleinen Maßstab (2.2.14.1) unterzogen, um die Klone mit den höchsten 
Expressionsraten herauszufinden.  
 
2.2.14 Expression in P. pastoris 
2.2.14.1 Expression im kleinen Maßstab 
YPG/YPM-Medium:  1% (w/v) Hefe-Extrakt 
      2% (w/v) Trypton 
      1% (v/v) Glycerin, alternativ 4% (v/v) Methanol 
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Zur Expression von VLPs in Schüttelkultur wurden 10 ml YPG-Flüssigmedium mit 
Zellmaterial rekombinanter Klone inokuliert und für 16 h bei 30°C und 250 UpM inkubiert. 
Nach Sedimentation (3000 x g/8 min/RT) der Hefezellen wurden diese in 50% des 
Ausgangsvolumens (5 ml) YPM-Flüssigmedium resuspendiert. Die Ansätze wurden für 30-
48 h bei 30°C und 250 UpM kultiviert, wobei nach ca. 20 h Inkubationsdauer 0,5% (v/v) 
Methanol zugegeben wurde, um den durch Evaporation und Metabolisierung bedingten 
Verlust der Kohlenstoffquelle auszugleichen. Die Schüttelkulturen wurden zentrifugiert 
(3000 x g/8 min/RT), ein Teil des Pellets in mit SDS-Probenpuffer versetztem H2O 
aufgenommen, aufgekocht und nach SDS-PAA-Gelelektrophorese (2.3.6.1) im Western-Blot 
(2.3.7) analysiert. 
 
2.2.14.2 Expression im großen Maßstab 
Mit der Expression im 100 ml Maßstab sollten ausreichende Mengen an VLPs produziert 
werden, um diese in nachfolgenden ELISAs und in der Elektronenmikroskopie auf ihre 
Reaktivität testen zu können. Für die üN-Kultur wurden 10 ml YPG (s. 2.2.14.1) in 50 ml 
Falkonröhrchen mit den in den Vorversuchen am besten exprimierenden Klonen angeimpft 
und bei 30°C unter Schütteln (250 UpM) angezogen. Anschließend wurden 200 ml YPG in 
Erlenmeyerkolben mit Schikanen mit der Vorkultur bis zu einer E600nm von 0,5 inokuliert und 
diese unter Schütteln (250 UpM) innerhalb von 22-24 h bis zu einer E600nm von ca. 15-25 bei 
30°C inkubiert. Die Hefezellen wurden durch Zentrifugation (3000 x g/8 min/4°C) 
sedimentiert und das Pellet in 100 ml YPM (s. 2.2.14.1) resuspendiert. Die Hefekulturen 
wurden für 30-48 h bei 30°C und 250 UpM kultiviert, wobei nach ca. 20 h Inkubationsdauer 
0,5% (v/v) Methanol zugegeben wurde. Die Schüttelkulturen wurden zentrifugiert 
(3000 x g/8 min/RT) und das Pellet bis zum Aufschluss der Hefezellen (2.3.2) bei –20°C 
weggefroren.  
 
2.3 Proteinchemische und immunologische Methoden 
2.3.1 Isolierung von rekombinanten Proteinen aus E. coli 
2.3.1.1 Isolierung rekombinanter Proteine aus dem Kulturüberstand 
PBS-Puffer: 137 mM NaCl 
    2,7 mM KCl 
    10 mM Na2HPO4 
  1,8 mM KH2PO4, pH 7,4 
 
Bei der periplasmatischen Expression von Antikörperfragmenten (scFvs) in E. coli findet sich 
nach einer Inkubationsdauer von mindestens 6 h ein großer Anteil der exprimierten Proteine 
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im Kulturüberstand. Zunächst wurden die Fusionsproteine durch eine Ammonium-
sulfatfällung aus dem Kulturüberstand konzentriert: Unter ständigem Rühren wurden 470 g 
(NH4)2SO4 pro Liter Kulturüberstand zugegeben und der Ansatz anschließend eine weitere 
Stunde bei 4°C gerührt. Nach der Zentrifugation (8000 x g/30 min/4°C) wurde das Präzipitat 
in 50 ml PBS-Puffer aufgenommen und gegen PBS-Puffer dialysiert (2.3.3.1), bevor die 
Fusionsproteine durch Affinitätschromatographie aufgereinigt wurden (2.3.3.2).  
 
2.3.1.2 Isolierung rekombinanter scFv-Proteine aus dem Periplasma 
 
Na-Borat-Puffer:  200 mM Natriumborat, pH 8,0 
     160 mM NaCl 
 
Rekombinante Bakterienzellen (2.2.10.2) wurden zentrifugiert (12000 x g/20 min/4°C) und 
das Bakterienpellet in eiskaltem Na-Borat-Puffer aufgenommen (50 ml Puffer pro Liter E. coli 
Kulturvolumen). Zur Isolation des Fusionsproteins aus dem Periplasma wurde nach 30-
60 min Inkubation auf Eis erneut zentrifugiert und der Überstand nach der Dialyse gegen 
PBS (2.3.3.1) für die Affinitätschromatographie (2.3.3.2) verwendet. 
 
2.3.1.3 Nativer Zellaufschluss durch Ultraschallbehandlung 
Die Isolation von VLPs aus rekombinanten E. coli (2.2.10.3) erfolgte durch nativen 
Zellaufschluss mittels Ultraschallbehandlung. Dazu wurde das Zellpellet einer 100 ml Kultur 
in 3 ml TEN-Puffer (2.2.10.3) aufgenommen und nach Zugabe von 10 mg/ml Lysozym für 
30 min auf Eis belassen. Anschließend wurden die Zellen durch Ultraschallbehandlung auf 
Eis aufgeschlossen (6 x 20 sec Puls, 20 sec Pause, Puls = 80 W, 0,5 sec Impulslänge). 
Unlösliche Zelltrümmer wurden durch Zentrifugation entfernt (20000 x g/30 min/4°C) und der 
klare Überstand auf einen Saccharosegradienten aufgetragen (2.3.3.3).  
 
2.3.2 Isolierung von Proteinen aus P. pastoris 
Das Hefepellet aus der Expression im großen Maßstab (2.2.14.2) wurde nach dem Auftauen 
in einen Mörser gegeben und mit flüssigem Stickstoff überschichtet. Nach Verdampfen des 
Stickstoffs und leichtem Antauen des Pellets, wurde dieses nach und nach unter 
wiederholter Zugabe von flüssigem Stickstoff zu einem sehr feinen Pulver gemörsert. 
Anschließend wurden 5 ml TEN-Puffer (2.2.10.3) zugegeben und bis zum vollständigen 
Auftauen weiterhin gemörsert. Unlösliche Zelltrümmer und nicht zerstörte Hefezellen wurden 
durch Zentrifugation (20000 x g/30 min/4°C) entfernt und der Überstand zur Aufreinigung der 
VLPs auf einen Saccharosegradienten aufgetragen (2.3.3.3).  
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2.3.3 Reinigung und Konzentrierung von Proteinen 
2.3.3.1 Dialyse von Proteinen 
Die Dialyse von Proteinlösungen zur Entsalzung und zum Pufferwechsel erfolgte in einem 
nach Herstellerangaben vorbereiteten Dialyseschlauch (Serva). Die Proteinproben wurden 
gegen den gewünschten Puffer mit einem erheblichen Puffervolumenüberschuss und 
mehrfachem Pufferwechsel über einen Zeitraum von mind. 16-20 h bei 4°C dialysiert. 
 
2.3.3.2 Immobilisierte Metallionenaffinitätschromatographie (IMAC) 
Proteine mit einem His6-tag lassen sich über immobilisierte Metallionenaffinitäts-
chromatographie effizient reinigen (Gu et al., 1994; Lindner et al., 1992). Das 
Reinigungsprinzip beruht auf der spezifischen Komplexierung des His6-tags durch Ni2+- oder 
Zn2+-Kationen, die ihrerseits über reaktive Gruppen des Chromatographiemediums 
(Sepharose) immobilisiert sind. 
 
2.3.3.2.1 Ni-NTA-Säule 
Waschpuffer:   PBS, pH 8,0 (2.3.1.1) 
     500 mM NaCl 
     10 mM Imidazol 
 
Elutionspuffer: PBS, pH 8,0 (2.3.1.1)   
     500 mM NaCl 
     250 mM Imidazol 
  
Zur Reinigung rekombinanter Proteine über eine Ni-NTA Säule wurde zunächst der pH-Wert 
der Proteinlösungen aus 2.3.1.1 oder 2.3.1.2 auf 8,0 eingestellt und die Konzentrationen von 
NaCl auf 500 mM und Immidazol auf 10 mM angepasst. Nach äquilibrieren des 500 µl Ni-
NTA-Säulenmaterials (Qiagen) mit 10 Säulenvolumen Waschpuffer wurden die Proben auf 
die Säule gegeben und diese anschließend mit Waschpuffer gewaschen. Die Elution der 
Proteine erfolgte mit 2-3 Vol Elutionspuffer. Zur Regeneration der Säulen wurden diese mit 
2 ml 0,2 M Acetat, 2 ml 30% (v/v) Glycerin, 2 ml H2O, 2 ml 30% (v/v) EtOH, 3 ml 50 mM 
NiSO4, 3 ml 0,2 M Acetat und 6 ml Waschpuffer gespült. Die Proteinkonzentration des Eluats 
wurde durch den „BCA Protein Assay Kit“ bestimmt (2.3.4).  
 
2.3.3.2.2 Zn2+-Sepharose Säule 
Waschpuffer:  PBS, pH 7,4 (2.3.1.1) 
    1 M NaCl  
    20 mM Imidazol 
 
Da Ni2+-Ionen irreversibel an das aktive Zentrum der alkalischen Phosphatase binden und 
somit ihre Aktivität inhibieren, erfolgte die Aufreinigung der alkalische Phosphatase-scFv-
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Fusionsproteine (scFv-AP) über eine Zn2+-Säule. Des Weiteren wurden auch die kappa-
leichte-Kette-scFv-Fusionproteine (scFv-CL) meistens über die Zn2+-Sepharose Säule 
aufgereinigt.  
Bevor die durch E. coli Expression gebildeten Antikörperfragmente gereinigt werden 
konnten, wurde zu den in PBS gelösten Antikörperfragmenten aus 2.3.1.1 bzw. zu der aus 
dem Periplasma gewonnenen Proteinlösung (2.3.1.2) zunächst NaCl bis zu einer 
Endkonzentration von 1 M und Immidazol bis zu einer Endkonzentration von 20 mM 
zugegeben sowie der pH-Wert auf pH 7,4 eingestellt. Dann wurden 2-6 ml Sepharosematrix 
(Chelating Sepharose, Pharmacia) mit 5 Vol Zinkchloridlösung (0,2 M ZnCl2, 0,5 M NaCl) 
beladen und die Säule nach dem Waschen mit 5 Vol deionisiertem Wasser durch 5 Vol 
Waschpuffer äquilibriert. Die Proben wurden auf die mit Zn2+-geladene Sepharosesäule 
aufgetragen und diese anschließend mit Waschpuffer gespült, bevor die Fusionsproteine mit 
einem Imidazol Stufengradienten eluiert wurden. Dazu wurden jeweils 3 ml PBS/1 M 
NaCl/40 mM Imidazol, PBS/1 M NaCl/60 mM Imidazol, PBS/1 M NaCl/80 mM Imidazol, 
PBS/1 M NaCl/120 mM Imidazol, PBS/1 M NaCl/200 mM Imidazol und zuletzt 10 ml 
PBS/1 M NaCl/50 mM EDTA auf die Säule gegeben und die Eluate in 1,5 ml Fraktionen 
aufgefangen. Zur vollständigen Entladung der Säule wurden weitere 10 ml PBS/1 M 
NaCl/50 mM EDTA über die Säule gegeben, bevor diese nach dem Waschen mit 
deionisiertem Wasser erneut mit Zn2+-Kationen beladen oder in 20% (v/v) EtOH bei 4°C 
gelagert werden konnte. Die gesammelten Fraktionen wurden durch „Dot Blot“ (2.3.5) und 
SDS-PAGE (2.3.6) Analyse auf eluierte Fusionsproteine getestet, die positiven Fraktionen 
vereinigt und gegen PBS dialysiert (2.3.3.1). Die Proteinkonzentration wurde durch den „BCA 
Protein Assay Kit“ (Pierce) bestimmt (2.3.4).  
 
2.3.3.3 Saccharosegradienten-Ultrazentrifugation 
Durch Saccharosegradienten-Ultrazentrifugation können Partikel unterschiedlicher Dichte 
voneinander getrennt werden. 
Die VLP enthaltenden Lösungen wurden vorsichtig auf 24 ml eines linearen 10-45% (w/v) 
Saccharosegradienten geschichtet. Die Präparation des Gradienten erfolgte mit einem 
Gradientenmixer (Werkstatt der RWTH-Aachen) durch Mischung von jeweils 12 ml 
10% (w/v) Saccharose und 45% (w/v) Saccharose in TEN-Puffer (2.2.10.3). Die 
Ultrazentrifugation (25000 UpM/3 h/4°C) wurde im Beckman SW-28 Rotor durchgeführt. 
Nach der Zentrifugation wurden 20 Fraktionen zu je 1,5 ml von der Basis des Gradienten aus 
gesammelt. Die Fraktionen wurden im SDS-PAA-Gel (2.3.6) und Western Blot (2.3.7) 
analysiert.  
 
43 
2 Material und Methoden 
2.3.4 Konzentrationsbestimmung von Proteinen 
Die Konzentrationsbestimmung von Proteinen wurde mit dem „BCA Protein Assay Kit“ von 
Pierce unter Verwendung einer Rinderserumalbumin (RSA)-Eichreihe im jeweiligen 
Probenpuffer durchgeführt, wobei die Konzentration der rekombinanten Proteine nach 
Vermessung der Proben bei 562 nm an einem Mikrotiter-Plattenreader bestimmt wurde.  
Alternativ dazu wurde die Proteinkonzentration durch visuellen Vergleich mit einer Probe 
bekannter Konzentration auf einem SDS-PAA Gel nach Coomassie-Färbung (2.3.6.2) 
abgeschätzt oder nach Messung der Extinktion bei 260 nm ermittelt.  
 
2.3.5 Immuno „Dot Blot“ 
Blockierungslösung (PBSM):  PBS (2.3.1.1) 
          2% (w/v) Milchpulver, fettfrei (Marvel) 
 
Waschpuffer (PBST):    0,05% (v/v) Tween-20  
           in 1x PBS-(2.3.1.1) 
 
 
Jeweils 1 µl der zu testenden Proteinlösungen wurde auf kleine Nitrozellulose-
Membranstücke aufgetragen und eintrocknen gelassen. Freie Proteinbindungsstellen auf der 
Membran wurden durch mind. 30-minütige Inkubation der Membran in Blockierungslösung  
abgesättigt. Nach 3-maligem Waschen der „Dot blots“ mit PBST erfolgte eine einstündige 
Inkubation mit dem primären Antikörper (z.B. α-His6 mAb, 1:5000 verdünnt in PBS). Nach 
wiederholtem Waschen (s.o.), wurden die „Dot blots“ 1 h mit in PBS-verdünntem AP-
konjugiertem sekundären Antikörper (z.B. GAMAP, 1:5000 in PBS) inkubiert. Nach erneutem 
Waschen (s.o.) wurde die Bindung der AP-markierten Antikörper durch kolorimetrische 
Substratreaktion mit NBT/BCIP (Pierce) sichtbar gemacht.  
 
2.3.6 SDS-PAA-Gelelektrophorese und Färbetechniken 
2.3.6.1 SDS-PAA-Gelelektrophorese 
10x SDS-Probenpuffer:  350 mM Tris-HCl, pH 6,8 
        600 mM DTT    
        10,3% (w/v) SDS    
        0,05% (w/v) Bromphenolblau 
        36% (v/v) Glycerin 
 
Laufpuffer:      25 mM Tris-HCl, pH 8,3 
        180 mM Glycin 
        0,5% (w/v) SDS  
   
Die Auftrennung von Proteinen, gemäß ihrer molekularen Größe, wurde in denaturierenden, 
diskontinuierlichen SDS-PAA-Gelelektrophoresen (SDS-PAGE) unter reduzierenden 
 44
2 Material und Methoden 
Bedingungen nach Laemmli (1970) durchgeführt, wobei Sammelgele die Zusammensetzung 
T = 4%, C = 2,7%, pH 6,8 und Trenngele T = 12%, C = 2,7%, pH 8,8 hatten. Nach Zugabe 
von 1/10 Vol 10x SDS-Probenpuffer wurden die proteinhaligen Proben für 5 min durch 
Erhitzen auf 100°C denaturiert und kurz zentrifugiert (10000 x g/1 min/RT). Die in einer „Mini-
Protean II“-Apparatur (BioRad) aufgetrennten Proteine wurden entweder mit Coomassie 
Brilliant-Blau unspezifisch angefärbt (2.3.6.2), einer Silberfärbung unterzogen (2.3.6.3) oder 
auf Nitrocellulosemebranen transferiert und in immunologischen Nachweisreaktionen im 
Western Blot spezifisch detektiert (2.3.7). Als Größenstandard wurde der „prestained protein 
marker broad range“ (PPMBR) von New England Biolabs aufgetragen. 
 
2.3.6.2 Coomassie Brilliant-Blau-Färbung 
Coomassie-Färbelösung:  20% (v/v) Methanol 
        7% (v/v) Eisessig 
        6% (w/v) Trichloressigsäure (TCA) 
        0,025% (w/v) Coomassie Brilliant-Blau G-250 
  
Entfärbelösung:    Färbelösung ohne Coommassie und ohne TCA 
 
Die Visualisierung elektrophoretisch aufgetrennter Proteine im Gel erfolgte nach 
Herstellerangaben durch Anfärben mit Coomassie-Färbelösung (Wilson, 1983). Nach der 
Teilentfärbung des Gels durch Schwenken in mehrmals erneuerter, frischer Entfärbelösung, 
wurde das Gel mit den nun sichtbaren Proteinbanden nach Waschen mit deionisiertem 
Wasser zur Dokumentation zwischen zwei Cellophanfolien getrocknet und lichtgeschützt 
gelagert.  
 
2.3.6.3 Silberfärbung 
Die Silberfärbung wurde in Anlehnung an die Methode von Heukeshoven & Dernick (1985) 
durchgeführt. Diese Methode ist sehr viel empfindlicher, als die Coomassiefärbung, so dass 
auch geringe Proteinmengen visualisiert werden können.  
Die Gele wurden 1 h in 50% (v/v) Ethanol, 10% (v/v) Essigsäure fixiert. Anschließend wurden 
sie für 15 min in der Inkubationslösung belassen, bevor sie dreimal mit deinonisiertem 
Wasser gewaschen und 10 min in der AgNO3-Lösung imprägniert wurden. Die 
Gelentwicklung erfolgte, nach dreimaligem Waschen mit Wasser (20 sec), mit 6% (w/v) 
Natriumcarbonat, 0,5% (w/v) Natriumthiosulfat und 0,02% (v/v) Formaldehyd. Nach dem 
Sichtbarwerden der Proteinbanden wurde das Gel erneut mit Wasser gespült und die 
Entwicklung mit einer Lösung aus 50% (v/v) Methanol und 12% (v/v) Essigsäure abgestoppt. 
Zur Aufbewahrung wurden die Gele üN in 10% (v/v) Glycerin inkubiert und anschließend 
zwischen Cellophan gespannt und getrocknet. 
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2.3.7 Western Blot Analyse 
Der Western Blot dient zum schnellen und einfachen Nachweis von Proteinkonzentrationen 
im Nanogrammbereich sowie der Größenbestimmung von exprimierten Proteinen.  
 
Transfer-Puffer:  25 mM Tris-HCl, pH 8,3 
     192 mM Glycin   
     20% (v/v) Methanol   
 
Die im SDS-PAGE aufgetrennten Proteine (2.3.6.1) wurden in der Western Blot Analyse mit 
Hilfe der „semi-dry-blotting“-Methode von Kyhse-Andersen (1984) und Bjerrum & Schafer-
Nielsen (1986) auf eine Nitrozellulose (HybondC, Amersham) oder Polyvinylidene Fluoride 
(PVDF) Membran (ImmobilonP, Millipore) übertragen und anschließend mit Protein-
spezifischen Antikörpern nachgewiesen. Der Transfer der Proteine wurde mit dem 
angegebenen Transfer-Puffer in einer „Trans-Blot SD Electrophoretic Transfer Cell“ nach 
Herstellerangaben (BioRad) bei einer Spannung von 10-20 V für 15-25 min durchgeführt. 
Nach 30-minütigem (oder üN) Absättigen der Membran in Blockierungslösung (2.3.5), wurde 
die Membran zur Visualisierung spezifischer Proteinbanden zunächst mit Nachweis-
antikörper behandelt, der anschließend von AP-markiertem Detektionsantikörper durch eine 
kolorimetrische Substratreaktion mit NBT/BCIP sichtbar gemacht wurde.  
Alle Schritte wurden in 5 ml Volumen ausgeführt und unter Schütteln für 1-2 h bei RT 
inkubiert. Zwischen den einzelnen Schritten wurde jeweils 3 x mit PBST (2.3.5) gewaschen.  
Alle Antikörper wurden in Blockierungslösung (2.3.5) verdünnt eingesetzt.  
 
2.3.8 Protein A/G-Affinitätschromatographie von Antikörpern 
Die IgG-Subklassen der Mammalia binden unterschiedlich stark mit ihrem Fc-Teil (CH2-und 
CH3-Domäne) an die fünf globulären Bereiche des Protein A (Jansson et al., 1998), einem 
Oberflächenprotein aus der Zellwand von Staphylococcus aureus Cowan Stamm I 
(Goudswaard et al., 1978). Protein G stammt aus der Gruppe G der Streptococci und bindet 
ebenfalls vorwiegend an den Fc-Teil der IgGs, kann aber auch an die Fab Region binden. 
IgG-Subtypen binden vorzugsweise an Protein A oder G, so dass entsprechend der 
Spezifität eine Protein A-Matrix oder Protein G-Matrix zur Affinitätsreinigung der Maus-IgG 
eingesetzt wurde (Miller & Stone, 1978).  
 
2.3.8.1 Protein A-Affinitätschromatographie 
Der mAk enthaltene Hybridoma-Überstand wurde zentrifugiert (20000 x g/20 min/4°C) und 
der Überstand durch einen 0,45-µm Filter gegeben. Anschließend wurde der pH-Wert durch 
Zugabe von 1 M NaOH auf pH 8,0 eingestellt und die Antikörper-Lösung auf eine mit PBS 
pH 8,0 (2.3.1.1) äquilibrierte Protein A Sepharose Säule aufgebracht. Nach dem Waschen 
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der Säule mit mehreren Säulen-Volumen PBS, pH 8,0, wurden die mAk durch 1,5 Vol 0,1 M 
Zitronensäure pH 3,0 eluiert und sofort mit 50 µl 2 M Tris neutralisiert, um eine Inaktivierung 
der Antikörper durch das saure Milieu zu verhindern. Die mAk enthaltende Fraktion wurde 
gegen PBS, pH 7,2 dialysiert (2.3.3.1) und bei 4°C aufbewahrt.  
 
2.3.8.2 Protein G-Affinitätschromatographie 
Für die Protein G-Affinitätschromatographie wurde eine fertig gepackte Säule (Pharmacia) 
nach Herstellerangaben eingesetzt. Dabei erfolgte die Aufreinigung der Antikörper in 
Anlehnung an 2.3.8.1. Allerdings wurde als Waschpuffer PBS pH 7,0 (2.3.1.1) eingesetzt und 
infolgedessen der pH der Antikörper-Lösung auf diesen Wert eingestellt. Die Elution wurde 
hier mit 0,1 M Glycin-HCl pH 2,7 und die Neutralisierung mit wenigen Tropfen 1 M Tris-HCl, 
pH 9,0 vorgenommen. Das mAk enthaltende Eluat wurde gegen PBS, pH 7,0 dialysiert 
(2.3.3.1) und bei 4°C aufbewahrt. 
 
2.3.9 Herstellung von Antikörper-alkalische Phosphatase-Konjugaten 
Für die Herstellung von 1 ml Antikörper-AP-Konjugat wurden 70 µl alkalische Phosphatase 
(aus Kälberdarm, Boehringer) gegen 0,125% (v/v) Glutaraldehyd in 0,5x PBS-Puffer für eine 
Stunde dialysiert (2.3.3.1). Nach Zugabe von 1 ml Immunglobulinlösung (2.3.8.1, 2.3.8.2) zu 
der im Dialyseschlauch befindlichen, alkalischen Phosphatase wurde die Dialyse für eine 
weitere Stunde fortgesetzt. Überschüssiges Glutaraldehyd wurde durch Dialyse gegen 
1x PBS üN (2.3.3.1) entfernt. Das erhaltene Antikörper-AP-Konjugat wurde zur Stabilisierung 
mit 5 mg RSA versetzt und bei 4°C gelagert.  
 
2.3.10 Anreicherung von Viruspartikeln durch „Immunocapture“ (IC) 
Zur Anreicherung von PVX-Partikeln aus N. benthamiana Pflanzensaft wurden diese mittels 
„Immunocapture“ eingefangen. Durch diese Methode können die gewünschten Viren in mit 
spezifischem Antikörper beschichteten Reaktionsgefäßen konzentriert und gleichzeitig von 
anderen Bestandteilen des Pflanzensafts getrennt werden (Koenig et al., 1995; Nolasco et 
al., 1993). 
 
PBS-Puffer:    s. 2.3.1.1 
 
Beschichtungspuffer: 15 mM Na2CO3 
       35 mM NaHCO3, pH 9,6  
 
Waschpuffer (PBST): s. 2.3.5 
 
Probenpuffer:    2% (w/v) Polyvinylpyrrolidone-11000 (PVP) in PBST 
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0,5 ml Eppendorfgefäße wurden mit 200 µl 1:100 in Beschichtungspuffer verdünntem PVX 
pAk durch Inkubation bei 30°C für 2-4 h mit Antikörper beschichtet. Anschließend wurden die 
Reaktionsgefäße dreimal mit je 500 µl PBST gewaschen, 150 µl des in Probenpuffer 1:20 
verdünnten, virushaltigen Pflanzensafts von N. benthamiana in die Reaktionsgefäße 
pipettiert und diese üN bei 4°C inkubiert. Vor der Verwendung der Reaktionsgefäße für die 
Herstellung von cDNS (2.2.2) wurden diese zweimal mit jeweils 500 µl PBST, einmal mit 
PBS und einmal mit H2O dest. gewaschen. 
 
2.3.11 „Enzyme-linked immunosorbent-assay“ (ELISA) 
Der „enzyme-linked-immunosorbent-assay“ (ELISA) wurde nach Clark & Adams (1977) 
durchgeführt. Es handelt sich um eine Festphasenmethode, die sich aufgrund ihrer vielen 
Variationsmöglichkeiten, dem hohen Probendurchsatz, der schnellen Durchführbarkeit und 
der hohen Sensitivität sehr gut zum Nachweis von Antigen (Ag) bzw. Antikörper (Ak) eignet 
(Engvall & Perlman, 1971). 
 
Substrat-Puffer (SP): 50 mM Tris-HCl, pH 9,6 
       150 mM NaCl 
       2 mM MgCl2 
 
Substrat:      1mg p-Nitrophenylphosphat/ml SP 
 
Die Vertiefungen von ELISA-Platten wurden zunächst mit Antigen-spezifischen Antikörpern 
beschichtet. Teilweise wurde der Beschichtung eine Blockierung in PBSM (2.3.5) 
angeschlossen; dies war jedoch meist nicht notwendig. Die Antikörper bilden mit den im 
nächsten Schritt zugeführten Antigenen Komplexe. Die anschließend hinzugegebenen, mit 
alkalischer Phosphatase gekoppelten, Antigen-spezifischen Antikörper (Ak-AP-Konjugat) 
binden wiederum an die Antigene. Durch die Umsetzung des Enzymsubstrats 
p-Nitrophenylphosphat in das gelbe Reaktionsprodukt p-Nitrophenol kann der Antikörper-
Antigen-Komplex durch eine Extinktionsmessung bei einer Wellenlänge von 405 nm 
nachgewiesen werden.  
 
2.3.11.1 ELISA zum Nachweis von Viruspartikeln 
Im mAk 9E10 ELISA wurden im primären, Virus-spezifischen Antikörper-Schritt, Kultur-
überstände der scFv-Expressionen (2.2.10.1) in einer 1:2 Mischung mit mAk 9E10 versetzt 
auf die Mikrotiter-Platte gegeben. Zur Detektion gebundener scFv-mAk 9E10 Komplexe 
wurde 1:5000 verdünntes GAMAP verwendet. 
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Tab. 1: ELISA zum Nachweis von Viruspartikeln in Pflanzensäften  
 
Schritt Konz./Verd. Vol./Napf Inkubation Temp. 
Beschichtung mit Virus-
spezifischen Antikörpern 
1 µg/ml in BP 100 µl 1-2 h 37°C 
Blockierung 1x PBSM 200 µl 1h 37°C 
Pflanzenextrakt verdünnt in PBS 100 µl ÜN 4°C 
Primärer Virus-spezifischer Ak 1 µg/ml in PBS 100 µl 1-2 h 37°C 
Sekundärer AP-konjugierter Ak 1:5000 in PBS 100 µl 1-2 h 37°C 
p-Nitrophenylphosphat 1 mg/ml SP 100 µl 1-3 h RT/37°C 
 
BP = Beschichtungspuffer (2.3.10) 
PBSM = PBS mit 2% (w/v) fettfreiem Milchpulver 
SP = Substratpuffer  
 
2.3.11.2 Vollständig rekombinanter ELISA (vr-ELISA) 
Tab. 2: ELISA zum Nachweis von Viruspartikeln mit scFv-Fusionsproteinen 
 
Schritt Konz./Verd. Vol./Napf Ink. Temp 
Beschichtung mit VE91-CL 10 µg/ml in BP 100 µl 1 - 2 h 30°C 
Blockierung 1x PBSM 200 µl 1h 37°C 
Pflanzenextrakt/Virusreinigung verdünnt in PBS 100 µl üN 4°C 
ScFv SR19-AP-Fusion 1µg/ml in PBSM 100 µl 1 - 2 h 30°C 
p-Nitrophenylphosphat 1mg/ml SP 100 µl 1 - 3 h RT/37°C 
 
BP = Beschichtungspuffer (2.3.10) 
PBSM = Blockierungslösung (2.3.5) 
SP = Substratpuffer 
 
2.3.11.3 ELISA zum Nachweis von VLPs 
Tab. 3: ELISAs zum Nachweis von VLPs 
 
Schritt Konz./Verd. Vol./Napf Ink. Temp 
Beschichtung mit VLP Verdünnt in BP 100 µl 1 - 2 h 30°C 
Blockierung PBSM 200 µl üN 4°C 
MAk/pAk 1µg/ml in PBS 100 µl 1 - 2 h 37°C 
GAM/R-AP-konjugiert 1:5000 in PBS 100 µl 1 - 2 h 37°C 
p-Nitrophenylphosphat 1 mg/ml SP 100 µl 1 - 3 h RT/37°C 
 
BP = Beschichtungspuffer (2.3.10) 
PBSM = Blockierungslösung (2.3.5) 
SP = Substratpuffer 
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2.3.11.4 Phagen ELISA 
Blockierlösung (PBSRM): 1x PBS (2.3.1.1)  
        1% (w/v) RSA  
        2% (w/v) Milchpulver, fettfrei (Marvel)  
 
Die Lösung wurde immer frisch hergestellt und nur für kurze Zeit bei 4°C gelagert. 
 
Zur Identifizierung mAk-bindender Phagen nach der letzten „Panning“-Runde mit den Peptid-
Bibliotheken (2.5.3.1 und 2.5.5) wurde eine indirekte ELISA-Methode verwendet, die 
gegenüber direkten ELISA-Varianten eine höhere Sensitivität aufweist (Valadon & Scharff, 
1996). Auf der Oberfläche der M13-Phagen befinden sich in den 9aa-Phagenbibliotheken, 
als Fusionsproteine mit dem GenVIII-Hüllprotein, Peptide, die auf Bindung an diverse mAk 
untersucht werden sollten. 
Die BNYVV- oder BSBV-Hüllprotein-spezifischen Antikörper wurden zunächst in 
Beschichtungspuffer (2.3.10) oder PBS (2.3.1.1) auf der Oberfläche der ELISA-Platte 
immobilisiert. Zur Blockierung freier Bindungsstellen und zur Verringerung unspezifischer 
Bindungen wurde die Platte dann mit Blockierlösung behandelt. Nach der Präparation 
monoklonaler Phagen (2.5.4) wurden diese im Verhältnis 4:1 (v/v) mit Blockierlösung 
gemischt und auf die Antikörper-beschichtete ELISA-Platte gegeben. Die Detektion der 
gebundenen monoklonalen Phagen erfolgte mit einem anti-M13 IgG HRP-Konjugat (1:5000 
in PBS). Anschließend wurde ABTS-Substrat in ABTS-Puffer (Boehringer Mannheim) 
zugegeben und Antikörper-bindende Phagen nach Entwicklung der Farbreaktion bei 405 nm 
spektrophotometrisch identifiziert. Alle intermediären Waschschritte wurden 3 x mit 1x PBST 
(2.3.5) für je 5 min durchgeführt. Die Durchführung des ELISA ist in Tab. 4 schematisch 
dargestellt. 
 
Tab. 4: Phagen-ELISA zur Identifizierung Antikörper-bindender Phagen 
  
Schritt Konz./Verd. Vol./Napf Ink. Temp 
Beschichten (Ak) 1 µg/ml in PBS 100 µl üN 4°C 
Blockieren (Blockierlsg.) 1x PBSRM 200 µl 1h 37°C 
Proben (Phagen) 4:1 (v/v) in PBSRM 100 µl 2h 37°C 
α-M13 HRP-Konjugat 1: 5000 in PBS 100 µl 1h 37°C 
ABTS-Substrat 1 mg/ml in ABTS-
Puffer 
100 µl 1h RT 
 
PBSRM = Blockierlösung s.o. 
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2.3.12 Charakterisierung affinitätsgereinigter scFvs mittels Biosensor 
(Oberflächen Plasmon Resonanz) Messungen 
HBS-Laufpuffer: 150 mM NaCl 
     3,4 mM EDTA 
     0,05% (v/v) Surfactant P20 (= Tween-20) 
     10 mM HEPES, pH 7,4 
 
Biomolekulare Interaktionsstudien wurden an einer Biacore2000 (Biosensor) in HBS-
Laufpuffer durchgeführt. Zur Immobilisierung der Antikörper auf einem CM5-rg oder F1 
Sensorchip (Biosensor) wurde das „Amine Coupling Kit“ mit folgendem Protokoll verwendet:  
 
Aktivieren: EDC/NHS (100 mM N-Ethyl-N´-(3-Dimethylaminopropyl)-Carbodiimid-
Hydrochlorid, 400 mM N-Hydroxy-Succinimid) 
  V = 70 µl, F = 10 µl/min 
 
Immobilisieren: 25-50 µg/ml Antikörper in 5 mM NaAc, pH 4,75 
  oder 25 µg/ml Virionen in 5 mM NaHCO2, pH 3,0   
  V = 50-100 µl, F = 5 µl/min 
 
Deaktivieren: 1 M Ethanolamin Hydrochlorid, pH 8,5 
  V = 70 µl, F = 10 µl/min 
 
Konditionieren: 100 mM HCl, V = 10 µl, F = 5 µl/min 
 
Regenerieren: 30 mM HCl (u.U. 100 mM HCl oder 100 mM Glycin pH 12), 
  V = 30-50 µl, F = 30 µl/min 
 
Wurden die Antikörper pAk 312 bzw. mAk Maff9 auf dem Chip immobilisiert, dann wurde vor 
Zugabe der zu testenden Proben in jedem Schritt erneut BNYVV-Partikel auf dem 
Sensorchip eingefangen, da die BNYVV-Partikel mit den zu untersuchenden Antikörpern im 
Regenerationsschritt vom Chip entfernt werden. 
Die zu untersuchenden Proben wurden nach Möglichkeit gegen Laufpuffer dialysiert (2.3.3.1) 
und in demselben verdünnt eingesetzt. 
 
Für kinetische Messungen wurde das Messsignal mit einer Samplingfrequenz bzw. 
Abtastrate von 10 Hz aufgenommen. Die Auswertung der Sensogramme erfolgte mit der 
BIAevaluation Software Version 3.0 (Biacore, Uppsala, Schweden). 
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Tab. 5: Biacore Protokoll zur Abschätzung gebundener BNYVV CP-Untereinheiten pro scFv 
 
Prozessschritt Parameter 
Flussrate 5 µl/min 
Injektion („inject“) 10, 20, 30, 40 µl BNYVV Rg 83 (10 µg/ml) 
Injektion („inject“) 50 µl scFv (100 µg/ml) 
Flussrate 30 µl/min 
Regeneration1 („inject“) 30 µl 0,1 M Glycin, pH 12 
Regeneration2 („inject“) 30 µl 30 mM HCl  
 
Tab. 6: Biacore Protokoll zum Bindungsvergleich von mAk, pAk und scFv 
 
Prozessschritt Parameter 
Flussrate 5 µl/min 
Injektion („quickinject“) 20 µl BNYVV Rg 83 (20 µg/ml) 
Injektion („quickinject“) 20 µl Ak (25 µg/ml) 
Flussrate 30 µl/min 
Regeneration („quickinject“) 30 µl 0,1 M Glycin, pH 12 
 
Tab. 7: Biacore Protokoll der kinetischen Untersuchungen 
 
Prozessschritt Parameter 
Flussrate 5 µl/min 
Injektion („inject“) 10/25 µl BNYVV Rg 83 (20 µg/ml) 
Flussrate 30 µl/min 
Injektion („kinject“) 90 µl scFv (50/16,7/ 5,6/1,9/0,6/0,2/0,07 µg/ml) 
Regeneration1 („inject“) 30 µl 0,1 M Glycin, pH 12 
Regeneration2 („inject“) 30 µl 30 mM HCl 
 
2.3.13 Kultivierung und Virusinfektion von Pflanzen 
2.3.13.1 Kultivierung der Pflanzen 
2.3.13.1.1 Gewächshaus 
Die Anzucht von C. quinoa, N. benthamiana und C. gomphrena erfolgte in ED73 
Einheitserde (Patzer, Sinntal-Jossa) mit 0-30% (w/v) Seesand unter folgenden Bedingungen: 
16 h künstliche Belichtung = 10000 Lux + Tageslicht, 25°C + Außentemperatur, 70-90% 
Luftfeuchtigkeit. 
 
2.3.13.1.2 Phytokammer 
Nach Infektion von N. benthamiana und G. gomphrena mit PVX (2.3.13.2), wurden diese in 
einer Phytokammer unter Langtagbedingung gehalten: 16 h künstliche Belichtung mit 25000-
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30000 Lux bei 25°C und 60% Luftfeuchtigkeit, im Wechsel mit 8 h Dunkelheit bei 20°C und 
60% Luftfeuchtigkeit. 
 
2.3.13.2 Infizierung der Pflanzen mit BNYVV, BSBV und PVX 
Die Pflanzen wurden 4-6 Wochen nach ihrer Aussaat mit dem jeweiligen Virus infiziert. Um 
die mechanische Verletzung zu unterstützen und damit die Infektion zu erleichtern, wurden 
die Blätter zunächst mit Karborund bestäubt. Etwa 10 min nach Aufbringen des Infektans 
wurde das Karborund mit Leitungswasser von der Blattoberfläche abgespült.   
 
2.3.13.2.1  Erhaltung und Vermehrung von BNYVV- und BSBV-Isolaten durch 
mechanische Inokulation der Wirtspflanze Chenopodium quinoa 
0,1 M Phosphat-Puffer (PB, pH 7,2): 72,6 ml Na2HPO4 (0,5 M) 
            27,4 ml KH2PO4 (0,5 M) 
            in 1 Liter dest. H2O  
 
Auf alle Blätter von C. quinoa wurde mit Hilfe eines Glasspatels 1:2 bis 1:5 in PB oder PBS 
(s. 2.3.1.1) verdünnter Virus-infizierter Pflanzensaft abgerieben. Nach 7-10 Tagen p.i. 
bildeten sich auf den abgeriebenen Blättern Lokalläsionen. Der Saft dieser Lokalläsionen 
wurde wiederum zur mechanischen Übertragung (2.3.13.2) des BNYVV bzw. BSBV 
verwendet.  
 
2.3.13.3 PVX Infektions- und Langzeitübertragungsexperiment 
Primäre Inokulationen von N. benthamiana mit PVX wurden mit Vektor-DNS vorgenommen. 
Hierzu wurden 5-10 µg DNS (in PBS verdünnt, 2.3.1.1) pro Blatt aufgebracht, wobei drei 
Blätter pro Pflanze infiziert wurden. Im Langzeitübertragungsexperiment wurde jeweils 1:3 
verdünnter (in PBS s. 2.3.1.1) PVX-infizierter Pflanzensaft 3-5 Wochen nach Inokulation 
wiederholt auf gesunde N. benthamiana übertragen.  
 
2.3.14 Isolierung von PVX aus N. benthamiana 
0,1 M Phosphatpuffer (PB pH 8,0):  96,9 ml Na2HPO4 (0,5 M) 
            3,1 ml KH2PO4 (0,5 M) 
            in 1 Liter dest. H2O  
 
Extraktionspuffer:       0,1 M PB, pH 8,0 
            0,2% (v/v) 2-Mercaptoethanol 
            10% (v/v) Ethanol 
 
NaCl/PEG:          1 M NaCl 
            20% (w/v) PEG (6000/8000) 
  
53 
2 Material und Methoden 
Infizierte N. benthamiana Blätter (2.3.13.3) wurden vier Wochen nach Inokulation mit PVX-
DNS geerntet und bis zur Weiterverarbeitung bei -80°C gelagert. Das noch gefrorene 
Blattmaterial (50-60 g) wurde zunächst im Mixer (Warringer Blender) mit 2 Vol (w/v) 
eiskaltem Extraktionspuffer versetzt und homogenisiert. Anschließend wurde das 
homogenisierte Material durch drei Lagen Gaze filtriert und für 20 min bei 7800 x g und 4°C 
zentrifugiert. Der Überstand wurde mit 1% (v/v) Triton X-100 versetzt und der Ansatz 1 h bei 
4°C gerührt. Nach erneuter Zentrifugation (5500 x g/20 min/4°C) wurde der Überstand mit 
1/5 Vol NaCl/PEG-Lösung versetzt und die Viruspartikel durch 1 h Rühren bei 4°C sowie 1 h 
Inkubation bei RT gefällt. Nach Sedimentation (7800 x g/30 min/4°C) der Viruspartikel wurde 
das Viruspellet in 8 ml 0,05 M PB pH 8,0 mit 1% (v/v) Triton X-100 aufgenommen und 
zusätzlich das Zentrifugenröhrchen mit 2 ml Phosphatpuffer gespült. Durch anschließende 
Zentrifugation (7800 x g/10 min/4°C) wurde die Viruslösung gereinigt und der Überstand auf 
ein 30% (w/v) Saccharose-Kissen gegeben. Nach 150 min Zentrifugation für 72500 x g bei 
4°C (SW40-Ti-Rotor) wurde das Viruspellet üN unter Rotation (200 Upm) in 0,5 ml 0,05 M 
Phosphatpuffer pH 7,2 (0,5x PB s. 2.3.13.2.1) resuspendiert. Nach Zentrifugation 
(2000 x g/5 min/4°C) wurde der Überstand auf einen Dichtegradienten von 10-40% (w/v) 
Saccharose in 0,01 M PB, pH 7,2 (1/10 PB s. 2.3.13.2.1) mit 0,01 M EDTA gegeben und im 
SW28-Rotor bei 96500 x g für 75 min bei 4°C zentrifugiert. Die Fraktionen des 
Saccharosegradienten, die Viruspartikel enthielten (SDS-Analyse, 2.3.6), wurden vereinigt 
und gegen 0,01 M PB, pH 7,2 dialysiert. Die Viruspartikel wurden dann durch Zentrifugation 
bei 102600 x g für 60 min bei 4°C sedimentiert. Nach üN Resuspension des Viruspellets in 
0,4 ml 0,01 M PB pH 7,2 unter Rotation bei 200 Upm, wurde die Lösung durch Zentrifugation 
(5000 x g/10 min/4°C) gereinigt. Die Konzentration der Virusaufreinigung wurde nach 
photometrischer Messung der Extinktion bei 260 nm unter Einbeziehung des molaren 
Extinktionskoeffizienten für PVX von 2,97 errechnet. 
 
2.4 Immunoelektronenmikroskopische Methoden 
Durch elektronenmikroskopische Untersuchungen konnte nach Expression von Ty-
Konstrukten in E. coli oder P. pastoris, die Anwesenheit und Morphologie von VLPs sowie 
deren Reaktivität mit BNYVV-spezifischen Antikörpern nachgewiesen werden.  
Die elektronenmikroskopischen Arbeiten wurden mit einem Zeiss EM 906 an der 
Biologischen Bundesanstalt für Land- und Forstwirtschaft (BBA) in Braunschweig mit 
freundlicher Unterstützung von Herrn Dr. D.-E. Lesemann durchgeführt.  
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2.4.1 Trägerfilme 
Für die hier beschriebenen elektronenmikroskopischen Untersuchungen wurden die Kupfer- 
bzw. Nickel-Metallnetzchen (400 Maschen pro Inch) vor ihrer Verwendung mit einem 
Trägerfilm beschichtet, der aus einer 0,5% (v/v) Pioloformlösung in Chloroform hergestellt 
(Stockem, 1970) und mit einer Schicht von aufgedampftem Kohlenstoff stabilisiert wurde. 
Das Aufdampfen des Kohlenstoffs wurde mit der Elektronenstrahlverdampfungs-Einrichtung 
WF006 von Balzers in einem Vakuum von 5 x 10-4 mbar bei einer Spannung von 2400 Volt 
durchgeführt.  
 
2.4.2 Adsorptionspräparate 
0,1 M Phosphatpuffer (PB, pH 7,0):  38,8 ml KH2PO4 (0,5 M) 
             61,2 ml NA2HPO4 (0,5 M) 
             in 1 Liter dest. H2O 
 
Zur Feststellung, ob und in welcher Konzentration Viruspartikel im infizierten 
Pflanzenmaterial oder VLPs in der zu testenden Lösung vorlagen, wurden 
Adsorptionspräparate verwendet. Dazu wurde infiziertes Blattmaterial in PB homogenisiert 
bzw. die VLP-Lösung in PB oder in TEN-Puffer (2.2.10.3) verdünnt. Ein Tropfen des 
Homogenats bzw. der VLP-Verdünnung wurde auf Parafilm gesetzt und ein Cu-Trägernetz 
mit der befilmten Seite für 5 min aufgelegt. Danach wurde das Präparat mit ca. 40 Tropfen 
H2O dest. gewaschen und anschließend, ohne zu trocknen, durch 5 Tropfen 1% (w/v) 
Uranylacetatlösung (UAc, pH 4,3) oder 5 Tropfen 2% (w/v) Ammoniummolybdatlösung (AM, 
pH 6,5) negativ kontrastiert. Nach Absaugen der überschüssigen Kontrastierlösung mit 
Filterpapier konnte das trockene Präparat im Elektronenmikroskop untersucht werden (Milne 
& Lesemann, 1984). 
 
2.4.3 Immunosorbent Elektronenmikroskopie (ISEM) 
Im Unterschied zu Adsorptionspräparaten wurden bei dieser Methode zunächst Antikörper 
an den Trägerfilm adsorbiert. Dazu wurde das Trägernetz 5 min auf einem Tropfen 1:10 in 
PB (2.4.2) verdünntem mAk BB2 inkubiert. Das Antikörper-beschichtete Trägernetz wurde 
dann für 15 min auf einem Tropfen VLP-Lösung inkubiert, um VLPs spezifisch einzufangen. 
Anschließend wurde das Präparat wie in 2.4.2 beschrieben gewaschen und negativ 
kontrastiert. Bei dieser Methode sollte die Empfindlichkeit und Spezifität des 
Virusnachweises um ein Vielfaches gegenüber einem Adsorptionspräparat erhöht werden 
(Milne, 1984; Milne & Lesemann, 1984). 
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2.4.4 Immunogold-Markierung 
Die Immunogold-Markierungstechnik (Louro & Lesemann, 1984) wurde eingesetzt, um die 
Epitopverteilung an BNYVV-Partikeln, BNYVV Epitop-präsentierenden PVX-Partikeln oder 
VLPs unter Verwendung von BNYVV-spezifischen scFvs oder Antikörpern zu untersuchen. 
Dabei wurden die Immunogoldmarkierungen an Adsorptionspräparaten (2.4.2) durchgeführt. 
Nach 5 min Adsorption wurden die Ni-Trägernetzchen mit ca. 20 Tropfen PBST (2.3.5) 
gewaschen, die überschüssige Flüssigkeit mit einem Filterpapier abgesaugt, das Präparat 
dabei jedoch nicht getrocknet und anschließend für 15 min auf einem Tropfen 0,5% (w/v) 
RSA in PB (2.4.2) geblockt. Nach Waschen und Absaugen der restlichen Flüssigkeit wurden 
die Ni-Netze für 2 h auf einen Tropfen mit den entsprechenden Virus- bzw. Epitop-
spezifischen mAk oder scFv (in PBST 1:5 oder 1:10 verdünnt) für 2 h übertragen. Durch 
einen Waschschritt mit nachfolgender Filterpapierbehandlung wurde der primäre Antikörper 
entfernt und die Ni-Netze anschließend für 2 h oder üN mit Gold-markierten anti-Maus- oder 
anti-Kaninchen-Antikörpern (Biocell, s. 2.1.4; 1:50 in PBST verdünnt) inkubiert. Vor der 
abschließenden Negativkontrastierung mit 5 Tropfen UAc (2.4.2) wurde das Präparat 
gründlich mit 20 Tropfen PBST und 40 Tropfen H2O dest. gewaschen. Dieser Waschschritt 
mit H2O dest. ist unbedingt notwendig, da selbst Spuren von PBST mit UAc zur Bildung 
elektronendichter Phosphatsalze führen, welche das Präparat verschmutzen. Nachdem das 
Präparat mit einem Filterpapier getrocknet wurde, konnte es im Elektronenmikroskop 
betrachtet werden. 
 
2.5 „Phage display“ Methoden 
2.5.1 Anzucht und Päparation von M13 „Peptide display“-Bibliotheken 
Die Anzucht und Präparation der M13-Phagenbibliotheken erfolgte einerseits, um 
ausreichende Mengen an Phagen vor den geplanten „Peptide display“-Experimenten 
herzustellen und andererseits während der „Panning“-Runden, um die eluierten Phagen für 
die nächste „Panning“-Runde zu amplifizieren. 
 
PEG/NaCl:  20% (w/v) Polyethylenglykol 6000/8000 
    2,5 M (w/v) NaCl      
 
Die Lösung wurde autoklaviert (25 min/121°C/1bar) und bei RT gelagert. 
 
Zunächst wurden 100 ml 2x TY/D-Medium (2.2.6) mit 1 ml einer E. coli TG1 üN-Kultur 
inokuliert und bei 37°C und 225 UpM bis zu einer E600nm von 0,5-0,8 inkubiert. Die Kultur 
wurde mit 2,6 x 1011 Phagen in 1 ml PBS (2.3.1.1) infiziert und 30 min bei 37°C ohne 
Schütteln inkubiert. Nach Ablauf der Inkubation wurde Amp (100 µg/ml) zugesetzt und die 
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Kultur üN bei 37°C und 225 UpM inkubiert. Am nächsten Morgen wurden 15 ml 2x TY/DA-
Medium (2.2.6) mit 200 µl der üN-Kultur (oder der mit eluierten Phagen infizierten üN-Kultur 
aus 2.5.3.1 nach verschiedenen „Panning“-Runden) inokuliert und bei 37°C und 225 UpM 
inkubiert. Nach Erreichen einer E600nm von 0,3 wurde die Kultur mit ~1011 M13KO7-
Helferphagen (GibcoBRL) infiziert und 30 min bei 37°C inkubiert. Die Zugabe der 
Helferphagen ist nötig, um Gene zur Replikation und zur Verpackung, die auf dem Phagemid 
fehlen, zu komplementieren (Vieira & Messing, 1987). Die Helferphagen werden aufgrund 
einer Mutation im Replikationsursprung nicht vermehrt. Die infizierten Bakterienzellen 
wurden zentrifugiert (500 x g/15 min/RT), in 200 ml 2x TY-Medium mit 100 µg/ml Amp und 
25 µg/ml Kan resuspendiert und üN bei 37°C geschüttelt (225 UpM). Anschließend wurde die 
Kultur zentrifugiert (8000 x g/20 min/4°C) und die Phagen aus dem Überstand durch Zugabe 
von 1/5 Vol PEG/NaCl 1 h auf Eis gefällt. Nach erneuter Zentrifugation (8000 x g/20 min/4°C) 
wurde das Phagen-Sediment in 20 ml sterilem PBS aufgenommen, mit 4 ml PEG/NaCl 
gemischt und 1 h auf Eis inkubiert. Die Phagensuspension wurde erneut zentrifugiert 
(12000 x g/20 min/4°C) und die sedimentierten Phagen nach vollständigem Entfernen des 
PEG/NaCl in 1 ml sterilem PBS resuspendiert. Die Phagen wurden bei 4°C gelagert und ihre 
Anzahl/ml („colony forming units“, cfu) durch Titration (2.5.2) bestimmt. Danach wurde die 
amplifizierte Phagenbibliothek für das „Panning“ (2.5.3) eingesetzt.  
 
2.5.2 Titration der Phagen 
Die Titration einer Phagenbibliothek diente der Ermittlung der cfu. Dazu wurden 15 ml 2x TY-
Medium (2.2.6) mit einer geringen Menge einer E. coli TG1-Stammkultur inokuliert und bei 
37°C und 225 UpM inkubiert, bis die Bakterien die logarithmische Wachstumsphase 
erreichten (E600nm = 0,5-0,8). Zur Titration von Phagenbibliotheken wurden Phagen-
Verdünnungen von 10-7 bis 10-11 (Peptid-Bibliotheken) bzw. 10-6 bis 10-14 (scFv-Bibliotheken) 
in 2x TY-Medium hergestellt. Ein Teil der Verdünnung wurde mit 100 µl (1:1 Verdünnung, 
Peptid-Bibliotheken) bzw. 190 µl (1:20 Verdünnung, scFv-Bibliotheken) der Bakterien 
gemischt und 30 min bei 37°C ohne Schütteln inkubiert (Infektion). Anschließend wurde der 
vollständige (Peptid-Bibliotheken) bzw. der halbe (scFv-Bibliotheken) Ansatz auf 2x TYE/A-
Agarplatten (2.2.6) plattiert und üN bei 37°C inkubiert. Da es sich bei den für das „Phage 
display“ verwendeten Vektoren um Phagemide handelt, die sowohl die Eigenschaften eines 
bakteriellen Plasmids als auch die eines Phagen besitzen (Vieira & Messing, 1987), konnte 
der Titer durch Auszählen der Amp-resistenten Bakterienkolonien (cfu) bestimmt und somit 
als direktes Maß für die „plaque forming units“ (pfu) angesehen werden. 
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2.5.3 Anreicherung spezifisch bindender Phagen („Panning“) 
Das sogenannte „Panning“ dient zur Anreicherung und Selektion von Peptid- oder scFv-
präsentierenden Phagen mit spezifischen Bindungseigenschaften aus einer Phagen-
bibliothek. Hierzu wurden Antikörper bzw. BNYVV-Partikel an die Oberfläche des 
Reaktionsgefäßes immobilisiert. Nach Zugabe von Phagen, die Zufalls-Peptide oder -scFvs 
auf ihrer Oberfläche tragen, binden spezifische Phagen durch Protein-Protein-Interaktionen 
an die immobilisierten Proteine. Da es auch zu unspezifischen Bindungen von Phagen 
kommt, wurden die Komplexe mehrmals stringent mit PBST (2.3.5) und PBS (2.3.1.1) 
gewaschen. Anschließend erfolgte die Elution der angereicherten Phagen durch Zugabe von 
Elutionspuffer. Das „Panning“ (Infektion/Selektion/Phagenpräparation) wurde mindestens 
dreimal durchgeführt. 
 
2.5.3.1 „Panning“ der Peptid-Bibliotheken 
Elutionspuffer:  0,1 M Glycin, pH 2,2   
     0,1% (w/v) RSA 
 
Für das „Panning“ wurden zunächst „Immunotubes“ (Nunc) mit einer Lösung von 20 µg 
Antikörper in 2 ml 1x PBS (2.3.1.1) üN bei 4°C beschichtet. Am nächsten Tag wurden die 
Gefäße 5 x mit 4 ml PBST (2.3.5) gewaschen und freie Bindungsstellen durch Inkubation für 
4 h bei RT mit Blockierlösung (2.3.11.4) abgesättigt. Nach 3 x Waschen mit 4 ml PBST 
wurden ~1011 Phagen (2.5.1) in 1 ml Blockierlösung (2.3.11.4) zugesetzt und üN bei 4°C 
inkubiert. Am nächsten Morgen wurden zunächst 100 ml 2x TY/D-Medium (2.2.6) mit 1 ml 
einer E. coli TG1 üN-Kultur inokuliert und bei 37°C und 225 UpM bis zu einer E600nm von 0,5 
inkubiert. Parallel dazu wurden die „Immunotubes“ 15 x mit PBST und 5 x mit PBS 
gewaschen, um unspezifisch gebundene Phagen zu entfernen. Spezifisch gebundene 
Phagen wurden durch Zugabe von 1 ml Elutionspuffer eluiert (10 min/RT), in ein 50 ml-
Reaktionsgefäß gegeben und sofort mit 60 µl 2 M Tris neutralisiert. Die „Immunotubes“ 
wurden mit 200 µl 2 M Tris-HCl pH 7,4 neutralisiert. Alle Gefäße wurden auf Eis gelagert bis 
die TG1-Bakterienkultur die gewünschte Zelldichte erreicht hatte. Dann wurden 9 ml 
Bakterienkultur zu den eluierten Phagen und 4 ml Bakterienkultur in die neutralisierten 
Reaktionsgefäße gegeben und 30 min bei 37°C inkubiert. Die Ansätze wurden kombiniert 
und Amp zugegeben (100 µg/ml). 100 µl wurden zur Bestimmung der Anzahl Amp-
resistenter Bakterien entnommen, seriell mit 2x TY/D-Medium verdünnt (100 bis 10-4), auf 
2x TY/DA-Agarplatten  plattiert und üN bei 37°C inkubiert. Der Rest der Kultur wurde üN bei 
37°C und 225 UpM inkubiert. 200 µl der üN-Kultur wurden zur Anzucht und Präparation der 
spezifisch angereicherten Phagenbibliothek benutzt (2.5.1). Mit den Zufalls-Peptid-
Bibliotheken wurden drei „Panning“-Runden durchgeführt, wobei für nachfolgende Runden 
immer die angereicherte Phagenbibliothek der vorangegangenen Runde eingesetzt wurde.  
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2.5.3.2 „Panning“ der scFv-Bibliotheken 
 
Elutionspuffer A:   100 mM Triethylamin (TEA), pH 12 
 
Elutionspuffer B:   PBS (s. 2.3.1.1) 
      0,1% (w/v)Trypsin 
 
Für das „Panning“ wurden zunächst „Immunotubes“ (Nunc) mit einer Lösung von 50 µg 
gereinigten BNYVV-Partikeln in 4 ml Beschichtungspuffer (2.3.10) 2 h bei RT und danach üN 
bei 4°C beschichtet. Am nächsten Tag wurden die Gefäße 3 x mit PBS gewaschen und freie 
Bindungsstellen mit Blockierungslösung (2.3.5 aber 4% (w/v) Milchpulver) für 2 h bei 37°C 
abgesättigt. Nach 3 x Waschen mit PBS wurden 1012-1013 Phagen in 4 ml 
Blockierungslösung zugesetzt, 30 min unter Rotieren und weitere 90 min ohne Rotieren bei 
RT inkubiert. 100 ml 2x TY/D-Medium (2.2.6) wurden mit 1 ml einer E. coli TG1 üN-Kultur 
inokuliert und bei 37°C und 225 UpM bis zu einer E600nm von 0,5 inkubiert. Parallel dazu 
wurden die „Immunotubes“ mind. 15 x mit PBST (2.3.5) und mind. 15 x mit PBS gewaschen, 
um unspezifisch gebundene Phagen zu entfernen. Spezifisch gebundene Phagen wurden 
nach Zugabe von 1 ml Elutionspuffer A oder B durch 10-minütige (Elutionspuffer A) oder 30-
minütige (Elutionspuffer B) Inkubation unter Rotieren bei RT eluiert und das Eluat 
anschließend sofort durch Zugabe zu 500 µl 1 M Tris-HCl pH 7,4 neutralisiert. Die 
„Immunotubes“ wurden mit 200 µl 1 M Tris-HCl pH 7,4 neutralisiert. Anschließend wurden 
9 ml TG1-Bakterienkultur zu den eluierten Phagen und 4 ml TG1-Bakterienkultur in die 
„Immunotubes“ gegeben und 30 min bei 37°C ohne Schütteln inkubiert. Nach Kombination 
der Ansätze wurden 110 µl zur Bestimmung der Anzahl Amp-resistenter Bakterien 
entnommen, seriell mit 2x TY/DA-Medium (2.2.6) verdünnt (100 bis 10-8), auf 2x TYE/A-
Agarplatten (2.2.6) plattiert und üN bei 37°C inkubiert. Die restliche Bakterienkultur wurde 
zentrifugiert (3300 x g/10 min/4°C), das Pellet in 1 ml 2x TY (2.2.6) resuspendiert, je 250 µl 
der Bakterienlösung auf vier große Petrischalen ausplattiert und üN bei 30°C inkubiert. Am 
nächsten Tag wurden die Bakterienkolonien der vier Platten mit insgesamt 3-4 ml 2x TY-
Medium inkl. 15% (v/v) Glycerin mit einem sterilen Glasspatel von den Platten gelöst und 
vereinigt. 50 µl dieser Bakterienlösung wurden zum Animpfen von 50 ml 2x TY/DA-Medium 
(2.2.6) verwendet und die restlichen 1,5-2 ml bei -70°C aufbewahrt. Die Bakterienkultur 
wurde bei 37°C bis zu einer E600nm von 0,5 inkubiert und 10 ml dieser Kultur nach Zugabe 
von 1 x 1011 Helferphagen M13K07 (Pharmacia) 30 min bei 37°C ohne Schütteln inkubiert. 
Nach Zentrifugation (3300 x g/10 min/4°C) wurde das Bakterienpellet in 300 ml 2x TY-
Medium mit Amp (100 µg/ml) und Kan (25 µg/ml) gelöst und üN bei 30°C inkubiert. Die 
Zellen wurden bei 11000 x g und 4°C für 15 min pelletiert und der Überstand mit 1/5 Vol 
PEG/NaCl (2.5.1) versetzt. Nach mind. 1 h Inkubation auf Eis wurden die Phagen durch 
Zentrifugation bei 11000 x g und 4°C für 30 min sedimentiert und nach Aufnahme in 40 ml 
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sterilem H2O dest. erneut durch Zugabe von 1/5 Vol PEG/NaCl für mind. 20 min auf Eis 
gefällt. Nach Zentrifugation (3300 x g/30 min/4°C) wurde das Phagenpellet in 2 ml PBS 
gelöst, und nach erneuter Zentrifugation (3300 x g/10 min/4°C), zur Entfernung restlicher 
bakterieller Zelltrümmer, wurden die Phagen bei 4°C gelagert. Der Phagentiter der 
„Panning“-Runde wurde nach 2.5.2 bestimmt und die Phagen für die jeweils nächste 
„Panning“-Runde verwendet.  
Die erste „Panning“-Runde mit der CAT-Bibliothek wurde freundlicherweise von W. Roake 
(CAT, Cambridge, England) und die mit der Sheets-Bibliothek von S. Hirschl (BOKU, Wien, 
Österreich) durchgeführt. Aus patentrechtlichen Gründen darf die erste „Panning“-Runde nur 
von den jeweiligen Entwicklungslaboratorien oder durch Labore mit exklusiven Rechten 
durchgeführt werden. 
An die ersten „Panning“-Runden der Zufalls-scFv-Bibliotheken schlossen sich jeweils drei 
weitere an, wobei für die nachfolgenden Runden immer die angereicherte Phagenbibliothek 
der vorangegangenen Runde eingesetzt wurde. Diese „Panning“-Runden wurden im 
Rahmen dieser Dissertation durchgeführt. 
 
2.5.4 Herstellung monoklonaler Phagen 
MAk-spezifische, Peptid-präsentierende Phagen wurden mit Hilfe des Phagen-ELISAs 
(2.3.11.4) identifiziert. Zu diesem Zweck wurden monoklonale Phagen benötigt. Zur 
Herstellung monoklonaler Phagen wurden jeweils 200 µl 2x TY/DA-Medium (2.2.6) mit einer 
Phagemid enthaltenden Einzelkolonie der dritten „Panning“-Runde (2.5.3.1) in einer 
Mikrotiter-Platte mit V-Boden inokuliert und üN bei 37°C und 150 UpM inkubiert. 25 µl der 
Kulturen in stationärer Phase wurden dann in eine weitere Mikrotiter-Platte mit 175 µl 
2x TY/DA-Medium überführt und weitere 1,5 h bei 37°C und 150 UpM inkubiert. Dann 
wurden 25 µl 2x TY/DA-Medium mit 109 M13KO7-Helferphagen zugesetzt und bei 37°C 
zunächst 30 min ohne Schütteln und anschließend 2 h bei 150 UpM inkubiert. Die Miktrotiter-
Platte wurde dann zentrifugiert (500 x g/20 min/RT), die Überstände mit Hilfe einer 
Multikanalpipette entfernt und die Bakterien in 200 µl 2x TY/A-Medium (2.2.6) mit 25 µg/ml 
Kan resuspendiert. Zur Freisetzung der Peptid-präsentierenden Phagen wurde die Mikrotiter-
Platte üN bei 37°C und 150 UpM inkubiert. Die Überstände konnten nach Zentrifugation 
(500 x g/20 min/RT) direkt im Phagen-ELISA (2.3.11.4) eingesetzt und somit die Reaktivität 
Peptid-präsentierender monoklonaler Phagen mit Antikörpern ermittelt werden. 
 
2.5.5 „Panning“ mit der Ph.D.-12–Bibliothek von NEB 
Das „Panning“ mit der Ph.D.-12-Bibliothek von New England Biolabs (NEB) wurde exakt 
nach dem Protokoll des Herstellers (NEB) durchgeführt.  
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3 Ergebnisse und Diskussion 
3.1 Entwicklung eines vollständig rekombinanten ELISAs zum 
Nachweis von BNYVV mittels „Phage display“-isolierter scFvs 
Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war, BNYVV-spezifische scFvs aus „Phage display“-
Bibliotheken zu isolieren und scFv-Fusionsproteine herzustellen, die im vollständig 
rekombinanten (vr)-ELISA einen zuverlässigen Nachweis von BNYVV ermöglichen. 
Da der immunodominante C-terminale Teil des BNYVV Hüllproteins in infizierten, älteren 
Zuckerrüben teilweise abgespalten wird und der Nachweis durch Antikörper, die gegen 
dieses Epitop gerichtet sind, zu falsch negativen Ergebnissen führen kann, sollten aus den 
Phagenbibliotheken scFvs, die gegen ein anderes Protease-stabiles Epitop gerichtet sind, 
isoliert werden. 
 
3.1.1 Auswahl einer geeigneten BNYVV Präparation für das „Panning“ 
Um scFvs gegen Protease-stabile Epitope isolieren zu können, wurde für das „Panning“-
Verfahren eine BNYVV Präparation benötigt, in der der immunodominante, C-terminale Teil 
des Hüllproteins fehlt. Daher wurden 25 verschiedene BNYVV Präparationen im ELISA 
(2.3.11.1) auf ihre Reaktivität mit mAk 14CG6 und pAk 312 getestet. Viruspartikel wurden mit 
pAk auf der Mikrotiter-Platte eingefangen, und anschließend wurde der mAk oder der 
konjugierte pAk zur Detektion eingesetzt. Lediglich zwei der verwendeten Viruspräparationen 
(Rg 83, 174) reagierten mit dem pAk, nicht jedoch mit dem mAk 14CG6 (Ergebnisse nicht 
dargestellt), der gegen das immunodominante, C-terminale Epitop 4 gerichtet ist. 
 
                                                      
 
 
 
BNYVV CP-∆-C-term ~18 kD
83
62 
47,5 
32,5 
25 
16,5 
kD 
102
 M    1    2    3    4    5 
BNYVV CP 20 kD 
Abb. 6: Größenunterschiede von BNYVV Hüllproteinen verschiedener BNYVV Präparationen. 
Coomassie Brilliant-Blau gefärbtes (2.3.6.2) 12%iges SDS-PAA-Gel (2.3.6.1). 1-5 = verschiedene 
BNYVV Präparationen mit folgenden BBA Originalbezeichnungen: 1 = Rg 83, 2 = Rg 164, 3 = Rg 174, 
4 = Rg 175, 5 = Rg 229 (Rg, Reinigung). M = prestained broad range marker (NEB). 
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Dies ist ein Hinweis darauf, dass das BNYVV Hüllprotein aus diesen Präparationen den 
immunodominanten  C-Terminus  verloren hat. Der Verlust des C-Terminus und das dadurch 
resultierende um ~2 kD geringere Molekulargewicht zeigte sich auch, wenn diese 
Aufreinigungen (Rg 83 und 174) im Vergleich mit anderen Aufreinigungen (Rg 164, 175 und 
229) auf ein reduzierendes SDS-Gel aufgetragen (2.3.6) wurden (Abb. 6). 
 
3.1.2 „Panning“ Verfahren zur Selektion von BNYVV-spezifischen scFvs 
Die unter 3.1.1 beschriebene BNYVV Präparation Rg 83 wurde zum „Panning“ (2.5.3.2) der 
beiden naïven, humanen „Phage display“ Bibliotheken von Vaughan et al. (1996) und Sheets 
et al. (1998) eingesetzt. Um insbesondere die Selektion von höher affinen scFvs zu 
erreichen, wurde der Einsatz der Virusmenge in den vier „Panning“-Runden von Runde zu 
Runde reduziert und die Anzahl der Waschschritte jeweils erhöht. Die Selektionsprotokolle 
für die „Panning“-Runden der beiden Bibliotheken sind in Tab. 8 aufgeführt. 
 
Tab. 8: Selektionsprotokolle für BNYVV-spezifische scFvs. Aufgeführt sind die 
Selektionsbedingungen der einzelnen „Panning“-Runden (2.5.3.2) mit den zwei verwendeten Phagen 
Bibliotheken.  
 
A Sheets Bibliothek (Komplexität: 6,7x109 Phagen) 
„Panning“-Runde BNYVVa Eluant Phagen Einsatzb Eluierte Phagen 
1 50 TEAc 1 x 1012 4,0 x 104 
2 17 TEAc/Trypsind 1 x 1013/1x 1013 7,4 x 106/4,5 x 105 
3 10 TEAc/Trypsind 1 x 1013/1x 1013 1,0 x 108/2,4 x 107 
4 6,5 TEAc/Trypsind 1 x 1013/1x 1013 6,2 x 107/1,4 x 107 
 
B Vaughan Bibliothek (Komplexität: 1,4x1010 Phagen) 
„Panning“-Runde BNYVVa Eluant Phagen Einsatzb Eluierte Phagen 
1 50 TEAc 1 x 1012 4,5 x 104 
2 17 TEAc/Trypsind 1 x 1013/1x 1013 8,4 x 104/2,2 x 105 
3 10 TEA/Trypsin 1 x 1013/1x 1013 9,3 x 106/1,8 x 105 
4 6,5 TEA/Trypsin 1 x 1013/1x 1013 8,4 x 108/2,8 x 109 
aµg/ml, in ELISA Beschichtungspuffer (2.3.10) 
b„colony forming units“ (cfu) 
c100 mM Triethylamin, pH 12 
d1 mg Trypsin/ml PBS (2.3.1.1) 
 
Ein Aliquot Phagen-infizierter Bakterien der vierten „Panning“-Runde wurde auf TYE-Agar 
ausplattiert, und von insgesamt 1100 individuellen Kolonien (550 für jede Bibliothek) wurden 
jeweils 1 ml Expressionskulturen (2.2.10.1) im mAk 9E10 ELISA (2.3.11.1) auf die 
Produktion von scFvs getestet. Dabei erfolgte der ELISA Reaktivitätstest der scFvs mit 
BNYVV aus infizierten Chenopodium quinoa Pflanzen oder mit BNYVV aus länger 
gelagerten, infizierten Zuckerrübenwurzeln. Viruspartikel wurden durch pAk 312 an die 
ELISA Platte gebunden, und die BNYVV-Bindung von scFvs aus dem Überstand der 1 ml 
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Expressionskulturen wurde mit c-myc-tag spezifischem mAk 9E10 detektiert (2.3.11.1). Die 
Überstände von 20 der 1100 getesteten 1 ml Expressionskulturen lieferten im mAk 9E10 
ELISA mit dem Saft BNYVV infizierter, länger gelagerter Zuckerrübenwurzeln mindestens 
genauso hohe Extinktionswerte, wie der AP-konjugierte pAk 312 (Daten nicht gezeigt). Um 
effiziente scFvs für Beschichtungs- und Nachweisreagenzien zu erhalten, wurden die 
kodierenden Sequenzen der besten scFvs zur Produktion von Fusionsproteinen in geeignete 
Expressionsvektoren umkloniert (3.1.4).  
 
3.1.3 BstNI Restriktionsanalyse 
Die BstNI Restriktionsanalyse diente zur Feststellung der Diversität der zwei „Phage 
display“-Bibliotheken nach den jeweiligen „Panning“-Runden. Dazu wurden die mit den 
Primern LMB3 und pelB amplifizierten (2.2.3) scFv-DNS-Fragmente mit BstNI restringiert 
(2.2.1.1) und auf einem 4%igen (w/v) Agarosegel aufgetrennt (2.2.5.1). Durch die 
Anreicherung von BNYVV-spezifischen Phagen verringerte sich die Diversität der 
Bibliotheken nach jeder „Panning“-Runde. Nach der vierten „Panning“-Runde zeigte sich bei 
der Vaughan-Bibliothek eine im Vergleich zur Sheets-Bibliothek geringere Diversität, die in 
sich häufig wiederholenden BstNI Bandenmustern zum Ausdruck kam (Daten nicht gezeigt). 
Darüber hinaus wurden scFvs, die als Nachweisreagenz in Verbindung mit mAk 9E10 und 
GAMAP (2.3.11.1) vergleichbare Ergebnisse wie der AP-konjugierte pAk 312 ergaben, durch 
einen BstNI Fingerprint auf ihre Diversität untersucht, bevor sie in unterschiedliche 
Expressionsvektoren zur Produktion von scFv-Fusionsproteinen umkloniert wurden. 
 
3.1.4 Klonierung der scFv-Sequenzen in geeignete Expressionsvektoren 
Die kodierenden Sequenzen der ausgesuchten scFvs (3.1.2) wurden aus den Phagemid-
Vektoren (pHEN oder pCANTAB) durch Restriktion mit SfiI und NotI herausgeschnitten 
(2.2.1.1) und in verschiedene  Expressionsvektoren umkloniert, um Fusionsproteine für den 
vollständig rekombinanten (vr)-ELISA herstellen zu können. Die in dieser Arbeit für die 
Produktion von scFv-Fusionsproteinen verwendeten Expressionsvektoren sind pHEN 
Derivate, die durch identische Polylinker zu den am häufigsten verwendeten Phagemid-
Vektoren (z.B. pHEN, pCOCK, pCANTAB) kompatibel sind (Abb. 7). Außerdem kodieren sie 
für einen C-terminalen His6-tag, der eine einfache Aufreinigung der Expressionsprodukte 
über IMAC (2.3.3.2) ermöglicht. 
 
3.1.4.1 Herstellung von IgG kappa-leichte Kette-Fusionsproteinen 
ScFvs sind häufig nicht stabil genug, um als Beschichtungsreagenzien im ELISA verwendet 
werden zu können, bzw. binden durch ihre geringe Größe teilweise so an die ELISA Platte, 
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dass das Paratop nicht mehr zugänglich ist. Diese scFvs können durch translationale Fusion 
an die konstante Domäne der IgG kappa-leichten Kette (CL, Abb. 7, Uhde et al., 2000) bzw. 
an eine Kombination der CL-Domäne, gefolgt von einer Leucin-Zipper-Domäne (pCL-ZIP-
Vektor, Kerschbaumer et al., 1999), stabilisiert werden. Im CL-ZIP-Konstrukt folgt der CL-
Domäne ein durch den Maus-„hinge“-IgG3 verbundener Leucin-Zipper (ZIP). Da CL- und 
ZIP-Domänen Dimere ausbilden können, sollten die scFv-Fusionen bivalent sein und somit 
wegen ihrer höheren Avidität stärkere Reaktivitäten besitzen als monomere scFvs 
(McGregor et al., 1994).  
 
 
1a   ..........pelB-leader.................../.....Polylinker............................................/........CL............ 
      ..L   A    A   Q  R   A   M  A   Q   V   Q   L   Q   A   R   S   A   A   A   T   V   A  A.... 
         ..CTC GCG GCC CAG CCG GCC ATG GCC CAG GTG CAG CTG CAG GCG CGC CTG GCG GCC GCA ACT GTG GCT GCA... 
                            SfiI                                          PstI     AscI         NotI  Eco521                                                   
 
1b  ............pelB-leader................./.....Polylinker............................................./.......AP/S......... 
      ..L   A    A   Q  R   A   M  A   Q   V   Q   L   Q   A   R   S   A   A   A   A   R   A   P... 
         ..CTC GCG GCC CAG CCG GCC ATG GCC CAG GTG CAG CTG CAG GCG CGC CTG GCG GCC GCA GCC CGG GCA CCA... 
                            SfiI                                          PstI     AscI              NotI         XmaI 
2I I  
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3.1.4.2 Herstellung von AP-Fusionsproteinen 
Um die Verwendung von sekundären, AP-konjugierten Antikörpern zu vermeiden und für 
Routineanwendungen des ELISAs eine Reduktion von Arbeitsschritten zu erreichen, sollten 
rekombinante Detektionsreagenzien durch Fusion von scFv an die alkalische Phosphatase 
(AP) hergestellt werden. 
Zur Produktion von scFv-AP/S-Fusionsproteinen wurden die Vektoren pDAP2/S und 
pDAP2/Stet verwendet. Der pDAP2/S Vektor entspricht dem in Abb. 7 dargestellten 
pDAP2/Stet Vektor ohne die Tetrazyklin-Geninsertion. Infolgedessen vermittelt der pDAP2/S 
Vektor Amp-Resistenz. Die Expression von cDNS mit Hilfe dieser Vektoren resultiert in der 
Produktion von bifunktionellen Fusionsproteinen, die aus einem scFv bestehen, der an den 
N-Terminus der mutierten AP aus E. coli fusioniert ist (scFv-AP/S). Die Mutation D101S 
(Asp101 → Ser101) resultiert in einer 35-fach höheren Aktivität verglichen mit der Wildtyp AP 
(Mandecki et al., 1991). Da die aktive alkalische Phosphatase als Dimer vorliegt, sollten die 
scFv-AP-Fusionen bivalent sein und somit wegen ihrer höheren Avidität stärkere 
Reaktivitäten besitzen als monomere scFvs (Mandecki et al., 1991).  
 
3.1.5 Expression der scFv-Fusionsproteine 
Nach Transformation von E. coli TG1 Zellen mit den verschiedenen Vektorkonstrukten 
(3.1.4) erfolgte die Expression der scFv-Fusionsproteine in Schüttelkulturen bei 16°C für 74-
120 h (2.2.10.2). Die Expressionsausbeuten waren bei dieser Temperatur am höchsten 
(Daten nicht gezeigt). Daraus kann auf eine mögliche Toxizität der Expressionsprodukte 
geschlossen werden, denn es ist beschrieben worden, dass toxische Effekte exprimierter 
Proteine bei niedrigen Temperaturen deutlich minimiert werden können (Mujacic et al., 
1999). Außerdem wird bei niedrigen Temperaturen ein Plasmidverlust der Bakterien 
verringert (Kerschbaumer et al., 1997). Aufgrund des Pectat-Lyase Signalpeptids (pelB) der 
Vektoren, sammeln sich die Proteine während der Expression im periplasmatischen Raum 
an. Mit zunehmender Expressionsdauer befindet sich allerdings ein Teil der Fusionsproteine 
im Kulturüberstand, da die Proteine durch Diffusion aus dem Periplasma oder durch 
absterbende oder sich auflösende Zellen in das Medium gelangen können.  
 
3.1.5.1 ScFv-Fusionsproteine als Beschichtungsreagenzien 
Die Ausbeuten der scFv-CL-ZIP-Fusionsproteine waren mit denen der scFv-CL-Fusions-
proteine vergleichbar (Daten nicht gezeigt). Vom schottischen EU-Kooperationspartner 
wurden scFv-CL-Fusionsproteine favorisiert, da sie im ELISA gute Reaktivitäten zeigten (Dr. 
R. Toth, SCRI Dundee, persönliche Mitteilung). Um innerhalb des gemeinsamen EU-Projekts 
einheitliche Reagenzien herzustellen, wurden deshalb in folgenden Untersuchungen scFv-
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CL-Fusionsproteine verwendet. Diese Entscheidung wurde auch durch die Ergebnisse von 
den als Miniantikörpern benannten scFv-ZIP1-Fusionsproteinen (Kerschbaumer et al., 1997) 
gestützt, die im ELISA größtenteils durch Rübensaftkomponenten inhibiert wurden (s.a. Abb. 
9).  
Aus E. coli TG1 Schüttelkulturen (2.2.10.2) konnten insgesamt bis zu 10 mg/l scFv-CL-
Fusionsprotein (VE91-CL) aus Kulturüberstand und Periplasma isoliert werden. 
 
3.1.5.2 ScFv-Fusionsproteine als Detektionsreagenzien 
Durch Expression der scFv-AP/S-Fusionsproteine vom pDAP2/Stet Vektor konnten etwa 6 x 
höhere Expressionsraten erreicht werden, als vom pDAP2/S Vektor (Ergebnisse nicht 
gezeigt, s.a. Kerschbaumer & Himmler, 1999). Der Grund dafür liegt in der zur Selektion 
verwendeten Antibiotikaresistenz. Bei Amp-resistenten Bakterien ist gerade bei langer 
Expressionsdauer der Abbau von Amp im Medium durch die von den Bakterien ins Medium 
abgegebene β-Laktamase von Nachteil (Kerschbaumer et al., 1997). Dies kann zu einem 
Verlust der Plasmide der Bakterien führen. Dagegen wird Tetrazyklin (Tet) bei vorhandener 
Tet-Resistenz nicht abgebaut, sondern aktiv aus der Zelle ausgeschleust. Dadurch ist der 
Anteil der das Plasmid enthaltenden Bakterien und folglich der der scFv-AP/S Produzenten 
größer, was zu höheren Expressionsausbeuten führt (Kerschbaumer & Himmler, 1999). 
Von einer 1 l Schüttelkultur (2.2.10.2) konnten bei Verwendung des E. coli Stamms TG1, der 
mit einem scFv-Sequenz-enthaltenen pDAP2/Stet Vektor transformiert worden war, insgesamt 
bis zu 5 mg scFv-AP/S-Fusionsprotein (SR19-AP/S) aus Kulturüberstand und Periplasma 
isoliert werden. 
 
3.1.6 Aufreinigung der scFv-Fusionsproteine 
Nach der Expression (2.2.10.2) erfolgte die Aufreinigung der scFv-Fusionsproteine aus dem 
Kulturüberstand und Periplasma rekombinanter Klone mit Hilfe von Zn2+-Sepharose Säulen 
(2.3.3.2). Da Nickel an das aktive Zentrum der bakteriellen AP bindet und die Enzymaktivität 
irreversibel inhibiert (pers. Mitteilung Dr. R. Kerschbaumer, Baxter BioScience, Wien), wurde 
dieses bei der Aufreinigung des scFv-AP/S Fusionsproteins nicht verwendet. Die Elution der 
Fusionsproteine von den Säulen erfolgte in einem Imidazol Stufengradienten (2.3.3.2). 
Anschließend wurde die Reinheit der Fusionsproteine durch SDS-PAGE (2.3.6.1), gefolgt 
durch Coomassie-Brilliant Blau Färbung (2.3.6.2), überprüft. Auf den SDS-Gelen zeigten sich 
distinkte Banden der Größen 39 kD für das scFv-CL-Fusionsprotein und 75 kD für das scFv-
AP/S-Fusionsprotein (Abb. 8). Für die weitere Verwendung wurden die scFv-Fusionsprotein 
enthaltenden Fraktionen vereinigt, gegen PBS dialysiert (2.3.3.1) und zum Schluss die 
Proteinkonzentration bestimmt (2.3.4). 
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Abb. 8: IMAC Aufreinigung (2.3.3.2) von zwei VE91 scFv-Fusionsproteinen. Coomassie Brilliant-
Blau gefärbte (2.3.6.2) 12%ige SDS-PAGE Gele (2.3.6.1) verschiedener IMAC Fraktionen (2.3.3.2). 
ScFv-Fusionsproteine wurden in rekombinanten E. coli TG1 exprimiert (2.2.10.2), aus dem Periplasma 
isoliert (2.3.1.2) und über IMAC aufgereinigt (2.3.3.2) A: 1-2: 40 mM Imidazol Eluat, 3-4: 60 mM 
Imidazol Eluat, 5-6: 80 mM Imidazol Eluat, 7-8: 120 mM Imidazol Eluat, 9-10: 200 mM Imidazol Eluat, 
11-18: 250 mM Imidazol Eluat. B: 1-2: 40 mM Imidazol Eluat, 3-4:  60 mM Imidazol Eluat, 5-6: 80  mM 
Imidazol Eluat, 7-8: 120 mM Imidazol Eluat, 9-10: 200 mM Imidazol Eluat, 11-14: 250 mM Imidazol 
Eluat. M1 = low molecular weight marker (Biorad), M = prestained broad range marker (NEB), D = 
Durchfluss. 
 
Im Allgemeinen liegt der Vorteil vieler Elutionsschritte mit steigenden Imidazol-
Konzentrationen darin, dass die Säule durch Imidazol-Konzentrationen, die noch nicht zur 
Elution des Zielproteins führen, zusätzlich stringent gewaschen wird. Da hier allerdings keine 
besonderen Verunreinigungen der Fraktionen zu sehen sind, könnte durch die Verwendung 
eines Waschschritts (z.B. mit 40 mM Immidazol, Abb. 8) und weniger Elutionsschritte mit 
hoher Imidazolkonzentration (z.B. 200-250 mM) eine noch höhere Endkonzentration der 
Fusionsproteine erreicht werden. Dies wäre insofern von Vorteil, da Proteine in höheren 
Konzentrationen im Allgemeinen stabiler sind, als in niedrigeren.  
 
3.1.7 Reaktivität der scFv-Fusionsproteine 
3.1.7.1 Reaktion im vollständig rekombinanten ELISA 
Es wurden insgesamt sechs verschiedene, individuelle scFv-CL-Fusionsproteine auf ihre 
Effizienz als Beschichtungsreagenzien überprüft. Daneben wurden zehn scFv-AP/S-
Fusionsproteine auf ihre Eignung als Nachweisreagenzien untersucht (Ergebnisse nicht 
gezeigt). Dabei wurde die Reaktivität der scFv-Fusionsproteine mit BNYVV aus infiziertem C. 
quinoa Saft oder aus älterem, infiziertem Rübensaft mit der Reaktivität des pAk 312 im 
ELISA verglichen (2.3.11.3). 
Die beiden scFvs SR19 und VE91 ergaben die besten Reaktivitäten im ELISA - sowohl als 
Beschichtungs-, wie auch als Nachweisreagenzien. Der scFv SR19 wurde aus der Sheets 
Bibliothek unter Verwendung des Eluats Trypsin und der scFv VE91 aus der Vaughan 
Bibliothek durch Eluieren mit TEA isoliert (s.a. Tab. 8). Nach der Untersuchung aller 
Kombinationsmöglichkeiten der Fusionsproteine dieser zwei scFvs stellte sich heraus, dass 
der Einsatz des VE91 scFv-CL-Fusionsproteins als Beschichtungsreagenz in Verbindung mit 
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dem SR19 scFv-AP/S-Fusionsprotein als Nachweisreagenz im vr-ELISA mit einer BNYVV 
Nachweisgrenze von 1 ng/ml die höchste Empfindlichkeit zeigte, die mit der von pAk und 
mAk im konventionellen ELISA vergleichbar war (s. Abb. 10 und Abb. 11).  
 
Um den Einfluss von Rübensaftkomponenten auf die Antikörper-Bindung von BNYVV-
Partikeln zu untersuchen, wurden BNYVV Proben entweder in ELISA-Waschpuffer (PBST, 
2.3.5) mit 2% (w/v) Ovalbumin oder in demselben Puffer unter Zugabe von 10% (w/v) 
gemörserter Zuckerrübenwurzeln verdünnt. Der Einfluss von Inhaltsstoffen des Rübensafts 
auf die Effektivität der BNYVV Bindung des VE91 scFv-CL-Fusionsproteins wurde mit der 
des pAk 312 und der, vom mAk 14CG6 abstammenden, scFv-ZIP-Fusionsproteine (auch als 
Miniantikörper bezeichnet, Kerschbaumer et al., 1997) sowie einiger anderer scFv-CL-
Fusionsproteine (SE4, SE5, SE11, SE21 und SE54) verglichen (Abb. 9).  
Bei den meisten scFv-Fusionsproteinen wie auch bei dem mAk 14CG6-abgeleiteten 
Miniantikörper wird die Bindung an BNYVV durch den Rübenextrakt stark reduziert. Dagegen 
ist die Inhibition durch Zuckerrübensaft beim pAk und den scFv-CL-Fusionsproteinen SE54 
und VE91 äußerst gering. 
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Abb. 9: BNYVV Bindungseffizienz verschiedener Ak bzw. rAk. Die ELISA-Reaktivitäten 
polyklonaler Antikörper (1 µg/ml, 2.3.11.1), mAk 14CG6-abstammender scFv Miniantikörper (10 µg/ml, 
2.3.11.1; Kerschbaumer et al.  1997) und von CL-Fusionsproteinen acht verschiedener scFvs 
(10 µg/ml, 2.3.11.2), die von zwei naïven „Phage display“ Bibliotheken abstammen, wurden 
miteinander verglichen. BNYVV wurde entweder in ELISA Waschpuffer (2.3.4) mit 2% (w/v) 
Ovalbumin (      ) oder mit 10% (v/v) Zuckerrübenwurzelextrakt (      ) verdünnt. Viruspartikel wurden 
anschließend durch AP-konjugierten pAk 312 detektiert und die Extinktion (405 nm) nach 2 h 
Substratinkubation gemessen (s.a. 2.3.11; aus Uhde et al. 2000).  
 
Es konnte bisher nicht geklärt werden, durch welche Inhaltsstoffe der Zuckerrübe die 
Abschwächung der scFv-Bindung an die BNYVV Partikel hervorgerufen wird. Da die 
Reaktivitätsverminderung aber nicht zu vernachlässigen ist (Abb. 9), sollten im ELISA als 
Beschichtungsreagenzien ausschließlich die Antikörper und scFv-Fusionsproteine wie SE54 
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und VE91 eingesetzt werden, deren Bindungseigenschaften nicht oder nur geringfügig durch 
Rübensaft beeinflusst werden.  
Der Einsatz des VE91 scFv-CL-Fusionsproteins als Beschichtungsreagenz in einer 
Konzentration von 10 µg/ml, in Verbindung mit dem SR19 scFv-AP/S-Fusionsprotein als 
Detektionsreagenz in einer Konzentration von 1 µg/ml, lieferte im ELISA die besten 
Ergebnisse. Mit dieser Kombination von scFv-Fusionsproteinen konnte BNYVV im ELISA 
selbst in älteren Zuckerrüben mit einer dem pAk vergleichbaren Sensitivität zuverlässig 
nachgewiesen werden. Die Nachweisgrenze für das Virus lag bei 1 ng/ml bzw. 100 pg in 
100 µl Probe, die im ELISA getestet wurde (Abb. 10), und ist der des pAk ähnlich (Koenig et 
al., 1984). In Abb. 10 ist zu erkennen, dass die Detektion der BNYVV Präparation 83, in der 
der immunodominante C-Terminus fehlt (s.a. 3.1.1), durch den vr-ELISA mit scFvs VE91-CL 
und SR19-AP/S etwas besser ausfällt, als die mit pAk 312. Dagegen ist der Nachweis des 
BNYVV-Isolats Ju2Petra aus infiziertem C. quinoa Pflanzensaft im rekombinanten ELISA 
etwas schlechter, als im konventionellen ELISA mit pAk.  
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Abb. 10: BNYVV Nachweisgrenze des vr-ELISA im Vergleich zum herkömmlichen ELISA. A: 
ELISA zur Feststellung des Detektionslimits der BNYVV Präparation 83 (Rg 83 s.a. Abb. 6) (2.3.11.1, 
2.3.11.2). B: ELISA zur Feststellung des Detektionslimits des BNYVV-Isolats Ju2 Petra (Ju2Pe 2.1.7) 
aus C. quinoa infiziertem Pflanzensaft (2.3.11.1, 2.3.11.2). Die BNYVV Detektionslimits des vr-ELISAs 
und des konventionellen ELISAs wurden durch serielle 1:2 Verdünnungen in PBS (2.3.1.1) der 
BNYVV Präparation 83 bzw. des BNYVV-infizierten C. quinoa Pflanzensafts festgestellt. Die 
Extinktionsmessung (405 nm) erfolgte nach 2 h Substratinkubation (2.3.11). Die gestrichelte Linie 
kennzeichnet den  Puffer-„Blank“-Wert.  
 
Anfängliche Schwierigkeiten mit sehr hohen Hintergrund-Reaktionen im vr-ELISA konnten 
durch Zugabe von 1% (w/v) Magermilchpulver zum verdünnten Detektionsreagenz (1 µg/ml) 
vollständig behoben werden. Die Reaktivität der scFv-Fusionsproteine im vr-ELISA war mit 
der monoklonaler und polyklonaler Antikörper im konventionellen ELISA vergleichbar. 
Insgesamt wurden im Rahmen des EU-Projekts etwa 300 Tests in deutschen, französischen, 
britischen und österreichischen Laboren durchgeführt. Die im vr-ELISA mit scFv-
Fusionsproteinen erhaltenen Absorptionssignale (bei 405 nm) BNYVV-infizierter 
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Zuckerrübenpflanzen waren teilweise 30-150% höher als die des klassischen ELISA (s.a. 
Abb. 11). 
Aufgrund dieser hohen Sensitivität sollte der auf scFv-Fusionsproteinen basierende vr-ELISA 
den auf mAk oder pAk basierenden konventionellen ELISA für BNYVV Nachweisverfahren 
durchaus ersetzen können. 
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Abb. 11: BNYVV Nachweis durch konventionellen ELISA mit pAk bzw. durch vr-ELISA mit scFv-
Fusionsprotein. Im vr-ELISA (2.3.11.2) wurde das scFv VE91-CL-Fusionsprotein (10 µg/ml) zum 
Beschichten und das scFv SR19-AP/S-Fusionsprotein (1µg/ml) für die Detektion verwendet. Für den 
konventionellen ELISA (2.3.11.1) wurde der pAk (INRA) und sein AP-Konjugat verwendet (0,7 bzw. 
0,5 µg/ml). Es sind die ELISA-Werte von acht nicht-infizierten und 18 infizierten Zuckerrübenpflanzen 
(jeweils 1:5 in PBS verdünnt) dargestellt. Die Extinktion (E405) wurde nach 2 h Substratinkubation 
gemessen (2.3.11; aus Uhde et al. 2000). 
 
3.1.7.2 Bindungsverhalten der scFvs SR19 und VE91 
Ein Nachweis denaturierter BNYVV Hüllproteine im Western Blot (2.3.7) war sowohl mit scFv 
SR19 als auch mit scFv VE91 nicht möglich (Ergebnisse nicht gezeigt). Dies ist ein Hinweis 
darauf, dass beide scFvs an ein konformationsabhängiges, diskontinuierliches Epitop 
binden, das nur in der Tertiärstruktur des Hüllproteins bzw. auf intakten Virionen ausgebildet 
wird. 
Die Immunogold-Markierungsmethode (2.4.4) sollte die Studien des Bindungsverhaltens der 
scFvs vervollständigen. Auf Nickelgrids gebundene BNYVV-Partikel wurden zunächst mit 
scFvs oder scFv-Fusionsproteinen inkubiert, bevor anti-c-myc oder anti-His6-tag mAk als 
sekundärer Antikörper hinzugegeben wurde (2.4.4). Schließlich wurden die primären Maus-
Antikörper mit dem 10 nm Gold-markierten, GAM-Ak detektiert und die Nickelgrids im EM 
untersucht.  
Beide scFvs (SR19 und VE91) binden sowohl alleine, als auch als Fusionsproteine über die 
gesamte Länge der BNYVV Partikel (Abb. 12A-D). Durch Kontrolluntersuchungen, die ohne 
Zugabe der scFvs durchgeführt wurden, konnte eine unspezifische Bindung der sekundären 
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anti-c-myc bzw. anti-His6-tag spezifischen mAk an die BNYVV Partikel ausgeschlossen 
werden (Abb. 12E+F). 
Von immunologischen Untersuchungen ist bekannt, dass der äußerste C-Terminus des 
Hüllproteins auf der Oberfläche der BNYVV-Partikel liegt (Commandeur et al., 1994). 
Allerdings sind die o.g. scFvs gegen andere, bisher nicht identifizierte, Protease-stabile 
Epitope gerichtet. Da neben dem C-Terminus bisher keine weiteren Bereiche des BNYVV-
Hüllproteins bekannt sind, die auf der Partikeloberfläche lokalisiert sind, kann hier keine 
Aussage über möglicherweise als Epitop in Frage kommende Bereiche des Hüllproteins 
getroffen werden. 
 
A B
C D 
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F 
 
Abb. 12: Immunogoldmarkierung von BNYVV-Partikeln aus C. quinoa (2.4.4). A: Dekoration mit 
scFv SR19 (1:3 verdünnt), Detektion mit anti-c-myc mAk (1:1000 verdünnt) und GAM-10 nm 
Goldkonjugat (1:50 verdünnt). B: Dekoration mit scFv SR19-AP/S (1:10 verdünnt), Detektion mit anti-
His mAk (1:100 verdünnt) und GAM-10 nm Goldkonjugat (s.o.). C: Dekoration mit scFv VE91 
(unverdünnt), Detektion mit anti-c-myc mAk (1:1000 verdünnt) und GAM-10 nm Goldkonjugat (s.o.). D: 
Dekoration mit scFv VE91-CL (1:10 verdünnt), Detektion mit anti-His mAk (1:100 verdünnt) und GAM-
10 nm Goldkonjugat (s.o.). E: Negativkontrolle: primärer Antikörper: anti-c-myc mAk (1:1000 
verdünnt), sekundärer mAk: GAM-10 nm Goldkonjugat (s.o.). F: Negativkontrolle: primärer mAk: anti-
His (1:100 verdünnt), sekundärer mAk: GAM-10 nm Goldkonjugat (s.o.). Balken = 200 nm. 
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3.1.7.3 Oberflächen Plasmon Resonanz Messungen 
Durch das Phänomen der Oberflächen Plasmon Resonanz (SPR, „surface plasmon 
resonance“) lassen sich mit der Biacore2000 Molekül-Interaktionen direkt, d.h. ohne 
Markierung eines der Partner, in Echtzeit verfolgen. Dazu wird ein Reaktionspartner 
entweder kovalent oder nicht kovalent an eine Chip-Oberfläche immobilisiert. 
Probenlösungen können durch eine integrierte „micro-fluid cartridge“ über die auf der 
Oberfläche gebundenen Moleküle gegeben werden. Kommt es dabei zu einer Interaktion, 
reichert sich der Reaktionspartner an der Oberfläche an, und dies resultiert in einer 
Erhöhung der spezifischen Konzentration. Diese wiederum führt zu einer Änderung des 
Brechungsindex, die optisch von dem System gemessen, über einen Computer ausgewertet 
und als Messsignal („Response Units“, RU) in Echtzeit (Zeitauflösung liegt bei 0,1-10 Hz) auf 
einem Monitor dargestellt wird. Die Auswertung erfolgt anhand des Sensogramms, einer 
Auftragung des Messsignals gegen die Zeit.  
Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Bindungseigenschaften der scFvs SR19 und VE91 
sowie der scFv-Fusionsproteine SR19-AP/S und VE91-CL an BNYVV-Partikel im Vergleich 
zu konventionell verwendeten BNYVV-spezifischen mAk und pAk untersucht. 
Da keine Bedingungen gefunden wurden, unter denen die Antikörper von den 
immobilisierten BNYVV-Partikeln wieder getrennt werden konnten, ohne dass die Virionen 
dabei zerstört wurden, wurden die BNYVV-Partikel durch an den Chip immobilisierte 
Antikörper eingefangen. Dadurch wurde sicher gestellt, dass für jede Messung intakte 
Viruspartikel vorlagen. Der Nachteil, der sich aus diesem Versuchsaufbau ergab, lag darin, 
dass nach jeder Regeneration des Chips eine erneute BNYVV-Beladung erfolgen musste 
(schematische Darstellung s. 1-6 in Abb. 13). 
 
3.1.7.3.1 Vergleich des BNYVV Bindungsverhaltens der scFvs SR19 und VE91 mit 
dem konventioneller mAk und pAk 
Für dieses Experiment wurde die BNYVV Präparation 83 (s. 3.1.1, Abb. 6) verwendet, um 
die Bindungseigenschaften der isolierten scFvs SR19 und VE91 mit denen der 
konventionellen Antikörper bei der Detektion von Protease-angedauten BNYVV-Partikeln zu 
vergleichen. Die Bindungen der unterschiedlichen Antikörper an die BNYVV-Partikel wurden 
nacheinander aufgenommen (2.3.12) und die Sensogramme anschließend zum besseren 
Vergleich mit Hilfe der „Biacore Evaluation Software“ (Version 3.0) übereinander gelegt 
(Abb. 13). 
BNYVV-Partikel mussten für jede Antikörper-Messung erneut durch an den Chip 
immobilisierte Antikörper eingefangen werden (Abb. 13; 1, 2), da die Virionen nach der 
Regeneration des Chips mit dem untersuchten Antikörper entfernt wurden (2.3.12, Abb. 13, 
6→1).  
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Um die gleichen Ausgangsbedingungen herzustellen und die Reaktivitäten der Antikörper 
vergleichen zu können, wurde jeweils die gleiche Menge an BNYVV-Partikeln auf dem Chip 
gebunden. Die erhaltenen BNYVV Basislinien (Abb. 13, 3) zeigen einen leichten Drift nach 
oben, der durch Umlagerung und infolgedessen Verdichtung der BNYVV-Partikel auf der 
Dextranmatrix zu erklären ist (Abb.13).  
Hier sollte noch hinzugefügt werden, dass die mAk SCR87 und Maff9 im Gegensatz zu allen 
anderen Antikörpern für Epitope spezifisch sind, die nur an jeweils einem Ende der Partikel 
zugänglich sind, so dass nur wenige Antikörper pro Partikel binden können. 
 
Tab. 9: Auflistung der aus dem Sensogramm der Abb. 13 ermittelten Bindungs-Werte (RU), der 
Menge an Virionen und Antikörpern sowie deren Verhältnis zueinander. 
 
Antikörper BNYVV Ak (5) Ak (6) ∆RU (5/6) RUVirus/RUAk(5) RUVirus/RUAk(6) 
scFv SR19 500 RU 280 RU 239 RU 41 1,8 2,09 
scFv VE91 486 RU 250 RU 231 RU 19 1,9 2,10 
pAk 312 504 RU 167 RU 157 RU 10 3,0 3,21 
mAk SCR87 488 RU 143 RU 139 RU 4 3,4 3,51 
mAk 8D6 534 RU 97 RU 87 RU 10 5,5 6,14 
mAk 14CG6 539 RU 70 RU 52 RU 18 7,7 10,37 
mAk Maff9 489 RU 46 RU 39 RU 7 10,6 12,54 
Ak (5): gebundene Menge Antikörper nach abgeschlossener Assoziation 
Ak (6): gebundene Menge Antikörper 30 sec. nach Dissoziationsstart 
 
Die Bindung der scFvs SR19 und VE91 an die BNYVV Präparation 83 ist im Sensogramm 
(Abb. 13) eindeutig zu erkennen. Die Zunahme der SPR-Signale, infolge der BNYVV-
Bindung der scFvs, liegt über denen der anderen getesteten Antikörper (Tab. 9). Allerdings 
muss beachtet werden, dass in diesem Experiment gleiche Konzentrationen (25 µg/ml) und 
nicht gleiche Molaritäten verwendet wurden und scFv nur 1/5 so groß sind wie IgG 
Volllängen-Ak. Außerdem können IgG Volllängen-Ak bei der Bindung durch ihre Größe 
stärker sterisch gehindert sein als scFvs. Dennoch stellt das ermittelte Verhältnis der 
gebundenen Menge aus Viruspartikeln und Antikörpern RUVirus/RUAk eine grobe 
Einschätzung der Bindungsstärke der Interaktionspartner dar. Je kleiner der erhaltene Wert, 
umso mehr Antikörper haben an die Virionen gebunden. Zusätzlich gibt der ∆RU (5/6)-Wert 
eine grobe Vorstellung von der Dissoziation der Ak. Der Wert für die scFv ist hier etwa 2 bis 
4 mal so hoch (schnellere Dissoziation), wie der der jedoch bivalenten mAk und pAk.  
 
3.1.7.3.2 Abschätzung der Anzahl gebundener Hüllproteinuntereinheiten pro scFv 
Das Verhältnis zwischen gebundenen scFv und Hüllproteinuntereinheiten im Partikel ist von 
der Lokalisation des erkannten Epitops (Partikelenden bzw. Oberfläche) und der sterischen 
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Hinderung zwischen den bindenden scFv abhängig. Kleine scFvs, die auf der gesamten 
Oberfläche des Partikels binden (s. Abb. 12), sollten ein Verhältnis nahe 1:1 aufweisen. 
Um die Bindung der scFvs über die gesamte Länge der BNYVV-Partikel zu verifizieren und 
die Anzahl der pro scFv gebundenen BNYVV Hüllproteinuntereinheiten (Stöchiometrie) 
abzuschätzen, wurden verschiedene Mengen von BNYVV-Partikeln (160-465 RU) an den mit 
Antikörpern immobilisierten Chip gebunden. Anschließend wurden jeweils hohe (sättigende) 
scFv SR19 bzw. VE91 Konzentrationen (100 µg/ml) bei niedriger Flussrate und langer 
Kontaktzeit injiziert (2.3.11.1). Die Notwendigkeit dieser Vorgehensweise ergibt sich daraus, 
dass eine vollständige Sättigung der Bindungsstellen auf den Virionen nur bei sehr hohen 
scFv-Konzentrationen und langen Kontaktzeiten möglich ist. Selbst wenn diese Bedingungen 
erfüllt werden, was einen hohen Probenverbrauch erfordert, kann sterische Hinderung dazu 
führen, dass Bindungsstellen unerreichbar sind. Deshalb wurde die Messung bei 
verschiedenen Mengen an Virionen durchgeführt und das Verhältnis an gebundenen scFv zu 
gefangenen Viruspartikeln extrapoliert. 
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Abb. 14: Abschätzung der Anzahl gebundener BNYVV Hüllproteinuntereinheiten pro scFv. 
Hierzu wurde der RUVirus/RUscFv-Wert gegen den RU-Wert eingefangener BNYVV-Partikel 
aufgetragen. Die Bindung von identischen Konzentrationen scFv (SR19, VE91; 100 µg/ml) an 
steigende Konzentrationen BNYVV-Partikel (Präparation 83, s.a. Abb. 6), die auf einem F1 Chip 
eingefangen wurden, wurde an der Biacore gemessen (Tab. 5, 2.3.12, nähere Erläuterungen s. 
3.1.7.3.2). 
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Hierzu wurde das Verhältnis der gebundenen Menge aus BNYVV-Partikeln und scFvs,  
RUVirus/RUscFv gegen die Menge an eingefangenen Viruspartikeln aufgetragen (Abb. 14). Die 
RUVirus/RUscFv-Werte von 0,81 bzw. 1,62, die sich bei Bindung von 1 bzw. 2 
Hüllproteinuntereinheiten pro scFv ergeben sollten, wurden durch folgende Formel unter 
Einbeziehung der Molekulargewichte des Hüllproteins und der scFvs ermittelt:  
 
Virus/RUscFv = 
Anzahl gebundener Hüllproteineinheiten x 21 kD (= Mr BNYVV-CP) 
26 kD (= Mr scFv) 
RU 
 
Bei hoher Oberflächenkonzentration der Viruspartikel (≥ 230, VE91, bzw. 295 RU, SR19), 
ergab sich für beide scFvs ein Verhältnis von zwei oder mehr gebundenen Hüllprotein-
untereinheiten pro scFv, da vermutlich die Konzentration der scFvs und die Kontaktzeit 
(Injektionsphase) nicht ausreichend hoch war, um mehr Bindungsstellen abzusättigen. Mit 
niedriger Viruskonzentration (~150 RU) wurden mehr Bindungsstellen besetzt, und es 
wurden weniger als zwei, aber mehr als eine Hüllproteinuntereinheit pro scFv gebunden 
(Abb. 14). 
Die Extrapolation (linear bzw. parabolisch) auf unendlich geringe Viruskonzentration zeigt 
innerhalb der Messgenauigkeit, dass pro Hüllproteinuntereinheit die Bindung eines scFv 
möglich ist. Das Verhältnis von zwei Hüllproteinen pro scFv konnte deutlich unterboten 
werden, und demzufolge wird die Bindung weiterer scFv mit steigender Sättigung der 
Bindungsstellen zwar sterisch erschwert, jedoch nicht völlig verhindert.  
Die verschiedenen Steigungen der beiden Geraden beruhen auf der Bindungskinetik der 
scFvs. ScFv SR19 bindet sehr viel schneller an die Virionen, als scFv VE91 (s.a. 3.1.5.3.3). 
Daher werden hier in der vorgegebenen Kontaktzeit (2.3.11.1) bei höheren Viruskonzen-
trationen (RU ≥ 200) mehr scFvs SR19 als VE91 gebunden. 
Aus diesen Versuchen kann jedoch nicht darauf geschlossen werden, ob die Epitope der 
scFvs aus einer oder mehreren Hüllproteinuntereinheiten zusammengesetzt sind. Die 
Virionen von BNYVV bestehen aus 370 (RNS 4) – 1690 (RNS 1) Hüllproteinuntereinheiten. 
Die Anzahl der auf den Virionen vorhandenen Epitope, vorausgesetzt die Virionen sind 
intakt, ist nahezu gleich für den Fall, dass sich das Epitop aus einem, zwei, drei oder vier 
Untereinheiten zusammensetzt. Denn nur an den beiden Enden der Partikel kommt es u.U. 
nicht zur Ausbildung eines vollständigen Epitops. 
 
3.1.7.3.3 Kinetische Analyse der scFvs und scFv-Fusionsproteine 
Durch SPR-Messungen mit der Biacore sollte die Kinetik der Interaktion der scFvs mit 
BNYVV-Partikeln analysiert werden. Da es sich bei den scFv-Präparationen meist um 
Mischungen mono- und bivalenter Antikörper („Diabodies“) handelt, kann die beobachtete 
Bindungskinetik nicht eindeutig auf thermodynamische Bindungsraten zurückgeführt werden. 
Noch komplexer wird die Bindungskinetik bei den scFv-Fusionsproteinen, da die AP- bzw. 
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CL-Fusionsproteinanteile Dimere ausbilden können. Die Multivalenz sowohl des Antigens als 
auch der scFvs führt zu Aviditätseffekten. Dadurch gibt es mehrere Bindungskonstanten und 
Bindungsraten, die oft nicht unterschieden bzw. aufgelöst werden können. Zusätzlich 
beeinflusst gerätetechnisch bedingte Massentransportlimitation (Diffusion) die beobachtete 
Kinetik. Eine Darstellung der beobachteten Assoziations- und Dissoziationskinetik ist 
dennoch aufschlussreich für den Vergleich der scFvs und scFv-Fusionsproteine. 
Die Kinetik des scFv SR19 (Abb. 15) konnte am besten durch das 2-Komponenten 
Bindungsmodell beschrieben werden:  
 
2-Komponenten Bindungsmodell:           1.          A  + B      AB 
 
      2. AB + B       ABB 
 
 
 
 
Dieses Modell beschreibt die Bindung eines bivalenten Analyten (A = scFv, vermutlich ein 
„Diabody“), der an ein oder zwei Ligandenmoleküle (B = BNYVV) binden kann. Die 
Verwendung eines bivalenten Bindungsmodell ergibt für den scFv SR19 für jeden 
Reaktionsschritt die jeweiligen Konstanten (Tab. 10).  
Dagegen ließ sich die Kinetik des scFvs VE91 (Abb. 16) am besten durch das Langmuir 
Modell einer monovalenten Interaktion beschreiben:  
 
Langmuir Modell:      A + B  
 
 
Dies ist das einfachste Modell für eine monovalente Intera
scFv) und dem immobilisierten Liganden (B = BNYVV)
Isotherme für die Adsorption an eine Oberfläche.  
Die beste Beschreibung der Kinetiken beider scFv-Fusion
17 und 18) gelang mit einem Bindungsmodell, das auf eine
Liganden beruht.  
 
Bindungsmodell mit heterogenen Liganden:  A + B1 
 
       A + B2 
 
Das Bindungsmodell beschreibt eine Interaktion zwische
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Bindung hervorgerufen, die bewirkt, dass die Assoziation von scFv-Fusionsproteinen an 
BNYVV-Partikel mit gebundenem Analyt(en) durch sterische Hinderung sehr viel langsamer 
erfolgt, als die an freie BNYVV-Partikel. 
Der scFv SR19 besitzt eine sehr viel höhere Assoziationsrate kass als der scFv VE91. 
Allerdings verläuft auch die Dissoziation sehr viel schneller als beim scFv VE91 (Vergleiche 
Abb. 15, Abb. 16 und siehe Tab. 10). Eine derart hohe Assoziationsrate bedingt eine 
signifikante Massentransportlimitation. Die Auswertung der Assoziationsphase führt zu einer 
Unterschätzung  der Assoziationsrate, und die Dissoziation ist in Folge von erneuter Bindung 
bereits dissoziierter scFvs verlangsamt. Dies führt zu einer Unterschätzung der 
Dissoziationsrate. Zwar versucht man dies durch geeignete experimentelle Bedingungen zu 
vermeiden  bzw. zu minimieren, aber je schneller die Interaktion ist, desto schwieriger lassen 
sich geeignete experimentelle Bedingungen realisieren. Die scheinbaren KD-Werte, die sich 
aus den  kass und kdiss Raten berechnen lassen, sind in Tab. 10 aufgelistet. Die scheinbaren 
Affinitäten liegen bei den scFvs bei etwa 20-40 nM (mittlere Affinität) und bei den scFv-
Fusionsproteinen bei 10-50 nM. Da hier unterschiedliche Bindungsmodelle für die Ermittlung 
der Fits verwendet wurden, sind die ermittelten Affinitäten allerdings nicht direkt vergleichbar. 
 
Es sei hier noch einmal darauf hingewiesen, dass diese Modelle verwendet wurden, weil sie 
jeweils die beobachtete Bindungskinetik gut beschreiben. Das kann ein Hinweis darauf sein, 
dass der zu Grunde gelegte Reaktionsmechanismus tatsächlich vorliegt, jedoch können 
auch andere Reaktionsmechanismen auftreten oder die beobachteten Effekte auf Artefakten 
beruhen. Als solche kommen u.a. bi- bzw. polyvalente scFv (durch Aggregatbildung), das 
Vorhandensein von Degradationen oder auch von weniger reaktiven Isoformen in Betracht. 
Schließlich sei noch erwähnt, dass jeder Fehler, der bei der Konzentrationsbestimmung der 
scFv bzw. der scFv-Fusionsproteine gemacht wird, sich direkt als Fehler bei den 
Assoziationsraten und dementsprechend den Gleichgewichtskonstanten auswirkt. 
 
Tab. 10: Kinetische Konstanten der Bindungen verschiedener scFvs und scFv-Fusionsproteine 
an BNYVV-Partikel.  
 
scFv Bindungsmodell   kass M-1s-1 kdiss s-1 KA M-1 KD M 
SR19 2-Komponenten         1. 6,5*105 1,3*10-2 5,2*107 1,9*10-8 
                                    2. 5,7*104 5,1*10-5 1,1*109 9*10-10 
VE91 Langmuir Modell 1,5*104 5,5*10-4 2,7*107 3,7*10-8 
SR19-AP/S Heterog. Ligand         1.  9,3*105 9,7*10-3 9,6*107 1,0*10-8 
                                    2. 1,1*105 3,0*10-4 3,7*108 2,7*10-9 
VE91-CL Heterog. Ligand         1. 2,3*105 1,2*10-2 1,9*107 5,2*10-8 
                                    2. 3,4*104 1,2*10-4 2,9*108 3,5*10-9 
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Abb. 15. Sensogramm zur kinetischen Analyse des scFvs SR19 (s.a. S. 81). 
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Abb. 16: Sensogramm zur kinetischen Analyse des scFvs VE91 (s.a. S. 81). 
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Abb. 17: Sensogramm zur kinetischen Analyse des scFv-Fusionsproteins SR19-AP (s.a. S. 81).   
0 100 200 300 400 500 600 700
0
50
100
150
200
250
300
350
400
kass2 = 3,4*10
4 (Ms)-1
kdiss2 = 1,2*10
-4 s-1
KA2 = 2,9*10
8 M-1
KD2 = 3,5*10
-9 M
kass1 = 2,3*10
5 (Ms)-1
kdiss1 = 1,2*10
-2 s-1
KA1 = 1,9*10
7 M-1
KD1 = 5,2*10
-8M
 BNYVV 310 RU
 fits
Re
sp
on
se
 U
ni
ts
Zeit s-1
 
 80
Abb. 18: Sensogramm zur kinetischen Analyse des scFv-Fusionsproteins VE91-CL (s.a. S. 81).  
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Abb. 15-18 Biacore Sensogramme der BNYVV-Bindung von scFv bzw. scFv-Fusionsproteinen. 
(Seite 79+80). Die Untersuchungen wurden auf einem F1-Chip mit immobilisiertem mAk Maff9 
durchgeführt (Tab. 7, 2.3.12). Es wurden Verdünnungsserien des scFv SR19 (Abb. 15), scFv VE91 
(Abb. 16), des scFv-Fusionsproteins SR19-AP (Abb. 17) und des scFv-Fusionproteins VE91-CL 
untersucht. Die Bindung an 310 RU (Abb. 15, 17, 18) bzw. 100 und 310 RU (Abb. 16) eingefangener 
BNYVV-Partikel wurde für alle scFv und scFv-Fusionsproteine bei den Konzentrationen 50, 16,7, 5,6, 
1,9, 0,6, 0,2 und 0,07 µg/ml gemessen (s. Tab. 7, 2.3.12). 
 
Es ist hinzuzufügen, dass sich die Interaktionen auf dem Biacore Chip teilweise von denen 
auf einer Mikrotiter-Platte im ELISA unterscheiden. Insbesondere nach dem Beschichten 
einer Mikrotiter-Platte mit dem scFv-Fusionsprotein VE91-CL ergeben sich Bindungs-
verhältnisse, die hier auf der Biacore nicht untersucht werden konnten. Im ELISA werden 
BNYVV-Partikel durch mehrere VE91-CL Moleküle gebunden, infolgedessen ist die Avidität 
hoch, und es hängt von der Dissoziationsrate der mehrfach gebundenen BNYVV-Partikel ab, 
wieviele BNYVV-Partikel in den Waschschritten des ELISAs dissoziieren. 
 
Bei Betrachtung der Tab. 10 fällt auf, dass sich die Assoziations- und Dissoziationsraten des 
scFv VE91 und seines CL-Fusionsproteins stark unterscheiden. Nimmt man an, dass die 
Fusion die Struktur des Paratops (bzw. des scFvs) nicht beinträchtigt, würde man für scFv-
VE91 und scFv-VE91-CL in etwa die gleiche Assoziationsrate erwarten. Eine geringe 
Abweichung käme aufgrund der unterschiedlichen Diffusionskoeffizienten zustande. 
Demzufolge muss der beobachtete große Unterschied auf andere Ursachen zurückzuführen 
sein. Die Assoziationsrate tritt immer als Produkt mit der Konzentration des Antikörpers auf, 
wobei besonders beachtet werden muss, dass es sich um die aktive Konzentration handelt. 
Der Unterschied in den Assoziationsraten des VE91 kann demnach dadurch zustande 
kommen, dass der scFv in zwei unterschiedlichen Konformationen vorliegt, einer „offenen“ 
inaktiven und einer „geschlossenen“ aktiven (Wörn & Plückthun, 2001). Durch den Anteil 
einer inaktiven, nicht-bindenden Form käme die niedrige kass des VE91 durch die 
Berechnung der Assoziationsrate unter Verwendung der Gesamtkonzentration zustande. 
Infolgedessen könnte dann die höhere Assoziationsrate des scFv-VE91-CL dadurch erklärt 
werden, dass die kappa-leichte Kette eine solche aktive, „geschlossene“ Form stabilisiert, die 
VE91-CL-Fusionsproteine einen höheren Prozentsatz der aktiven Form enthalten und somit 
bei der Berechnung der Assoziationsrate die verwendete Gesamtkonzentration eher den 
tatsächlich aktiven Anteil darstellt. 
Die höhere kdiss könnte in einer Dissoziation der dimerisierten kappa-leichten Kette 
begründet liegen, da die „schnelle“ Komponente hauptsächlich bei hohen Analyt-
Konzentrationen auffällt und diese Bedingungen zu einem höheren Anteil an monovalent 
gebundenen scFv VE91-CL-Fusionsprotein führen. Bei der „schnellen“ Komponente würde 
es sich demnach um scFv VE91-CL-Fusionsproteine handeln, die nicht ans Antigen 
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gebunden sind, sondern über die Dimerisierung der kappa-Domäne an der Oberfläche 
angereichert wurden. Da es aufgrund des fehlenden Cysteins am C-Terminus der kappa-
leichten Kette nicht zur Ausbildung von Dimer-stabilisierenden Disulfidbrücken kommen 
kann, beruht die Dimerisierung der kappa-leichten Ketten vermutlich nur auf einer 
schwachen Bindung (Roussel et al., 1999; Stevens et al., 1980), was die schnelle 
Dissoziation erklären könnte. 
 
3.1.8 ScFv-DNS Sequenzierung und Analyse der Aminosäuresequenzen 
Nach Bestimmung der Nukleotidsequenzen (2.2.9) wurden die abgeleiteten Aminosäure-
sequenzen der scFvs (Abb.19) mit denen bekannter Antikörper verglichen (Tomlinson et al., 
1996). Die Nukleotidsequenzen der scFvs SR19 und VE91 sind unter den Genbanknummern  
AF167100 und AF167101 in den Datenbanken zugänglich. 
 
Beide scFvs weisen die typischen Merkmale humaner VH- und VL-Sequenzen auf. Alle 
konservierten AS finden sich an den erwarteten Positionen wieder. Die kodierenden 
Sequenzen der schweren Ketten beider scFvs gehören zur VH3-Familie. Die VL-Domänen 
der scFvs gehören der VκI Untergruppe an. Die ursprüglichen Keimbahn-Gensegmente, von 
denen sich die scFv-Sequenzen ableiten lassen, sind in Tab. 11 aufgeführt.  
Im (Gly4Ser)3-Linker des scFvs VE91 hat ein AS-Austausch von Gly → Arg stattgefunden. 
Diese Mutation hatte scheinbar keine negativen Einflüsse und wurde deshalb nicht behoben. 
Tab. 11:  Ursprüngliche Keimbahn-Gensegmente der scFv-Sequenzen. Die Bestimmung der 
Keimbahn-Gensegmente der in Abb. 19 dargestellten scFv Sequenzen erfolgte nach Kabat 
(Tomlinson et al. 1996). 
 
 V-Segmente J-Segmente D-Segment Kanonische Klassen
scFv VH VL JH JL DH L1 L2 L3 H1 H2 H3 
SR19 DP-38/9-1 DPK9/O12 JH4b JK1 D3-10/DXP´1 2 1 n.b. 1 n.b. n.b. 
VE91 DP-47/V3-23 DPK3/L11+ JH5b JK4 D4-23 2 1 1 1 3 n.b. 
n.b. = nicht bestimmbar 
 
Die Nukleotid-Sequenzen der scFvs, insbesondere des VE91 weisen einige Unterschiede zu 
den ursprünglichen Keimbahngenen auf, wobei viele Mutationen stumm sind und sich nicht 
auf Proteinebene auswirken (Daten nicht gezeigt). 
Die AS-Sequenz des VE91 zeigt viele Veränderungen gegenüber den Keimbahngenen 
(Abb.19), wobei dies wahrscheinlich darauf zurückzuführen ist, dass der scFv von 
Antikörpern einer sekundären Immunantwort abstammt, da so viele Unterschiede für 
somatische Hypermutation der V-Gene charakteristisch sind. Da es sehr unwahrscheinlich 
ist, dass eines der Individuen, von denen die naïve, humane scFv-Bibliothek konstruiert 
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wurde, BNYVV ausgesetzt war, ist anzunehmen, dass die somatischen Mutationen als 
Antwort auf ein anderes Antigen entstanden sind. Generell können Mutationen gegenüber 
den Keimbahngenen aber auch in der ursprünglichen Amplifikation während der Konstruktion 
der Bibliotheken bzw. der einzelnen „Panning“-Runden in E. coli eingeführt werden. 
 
                                              VH FR1                                   VH CDR1           VH FR2 
------------------------------- ----- --------------
DP-38 -E...V......................... NAW.S ..............
SR19 -QVQLQESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFS SYSMN WVRQAPGKGLEWVG
VE91 -QVQLQESGGGLVQPGGSLRFSCAASGFTFS NYAMN WVRQAPGKGLEWVS
DP-47 –E...L..............L.......... S...S ..............
                                VH CDR2                                                VH FR3 
------------------- --------------------------------
DP-38 ................... ................................
SR19 RIKSKTDGGTTDYAAPVKG RFTISRDDSKNTLYLQMNSLKTEDTAVYYCTT
VE91 GISG--SGANTYYADSVKG RFTISRDNSKNTVSLQLNSLRDEDTAVYYCAK
DP-47 A...--..GS......... ............LY..M....A..........
VH CDR3   ------------------  VH CDR3        VH FR4             (Gly4Ser)3-Linker
-------- ------ ----------- ---------------
D3-10 T......I JH5B -N.... ........... ---------------
SR19 RMVRGVIT SR19 GRWFDP WGQGTLVTVSS GGGGSGGGGSGGGGS
VE91 ASSLGY-- VE91 --YFDY WGQGTLVTVSS GRGGSGGGGSGGGGS
D4-23 *LRW*L-- JH4B --.... ........... ---------------
VL FR1                                VL CDR1                   VL FR2 
----------------------- ----------- ---------------
DPK9 .................R..... ........... ...............
SR19 DIQMTQSPSSLSASVGDKVTITC RASQSISSYLN WYQQKPGKAPKLLIY
VE91 DVVMTQSPSFLSASVGDRITITC RASQGIRNYLA WYQQKPGKAPKLLIY
DPK3 AIQ......S........V.... ........D.G ...............
VL CDR2                                   VL FR3                                    VL CDR3 ---- 
------- -------------------------------- ----
DPK9 ....... ........................E....... ..--
SR19 AASSLQS GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPDDFATYYC QQYN
VE91 KASSLAS GVPSRFSGSGSFTDFTLTINSLQPDDFATYYC LQDS
DPK3 A....Q. ...........G.......S....E....... ...Y
---- VL CDR3 VL FR4 
----- -----------
JK1 ---.. ......V...-
SR19 SYSWT FGQGTKLEIKR
VE91 DYPLT FGGGTKVEIKR
JK4 ---.. ..........-
 
Abb. 19: Abgeleitete Aminosäuresequenzen der VH- und VL-Domänen der scFvs SR19 und 
VE91. Gegenüberstellung dieser zu AS-Resten ihrer ursprünglichen Keimbahngene (s.a. Tab. 8) nach 
Kabat et al. (1990). Die AS der CDRs, sowie der Linker Sequenz sind durch Fettdruck hervorgehoben. 
In den Protein-Sequenzen der scFvs differierende AS sind durch graue Markierung verdeutlicht.  
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3.2 „Peptide display“-Bibliotheken zur Epitopbestimmung 
Große Zufallspeptidbibliotheken haben sich als geeignetes Mittel zur Untersuchung von 
Protein-Protein Wechselwirkungen und somit auch zur Bestimmung und Lokalisation von 
Epitopen herausgestellt (Bonnycastle et al., 1996; Cwirla et al., 1990). 
Es sollten DNS-Sequenzen isoliert werden, die Peptide kodieren, die mit den vorliegenden, 
Hüllprotein-spezifischen Antikörpern reagieren. Solche Peptide können identisch im 
Hüllprotein vorliegen (lineare Epitope). Es können aber genausogut Peptide sein, die z.B. ein 
diskontinuierliches Epitop nachahmen (Mimotope, „Mimikry“). 
Bislang sind keine Epitope des BSBV bekannt, und aus diesem Grunde sollten im Rahmen 
dieser Dissertation Epitope des BSBV mit Hilfe von „Peptide display“-Bibliotheken bestimmt 
werden. Zur Ermittlung der BSBV Epitopspezifitäten sollten vier verschiedene mAk (1C10, 
2A2, 5H12, 6G2) sowie zwei pAk (913, 981) untersucht werden. Da im ELISA jedoch keine 
Reaktivität des mAk 2A2 gegen BSBV-Partikel festgestellt werden konnte, wurde dieser nicht 
weiter untersucht. Neben den BSBV-spezifischen Antikörpern wurden die BNYVV-
spezifischen pAk 312 und 518 verwendet. Außerdem sollten mit Hilfe der „Peptide display“-
Technologie Epitope oder Mimotope der aus den scFv-Bibliotheken isolierten scFvs SR19 
und VE91 (3.1) identifiziert werden.  
Für die Untersuchungen wurden zwei Zufalls-„Peptide display“-Bibliotheken eingesetzt, die 
beide ein 9mer-Peptid am Aminoterminus von pVIII präsentieren. Die pVIII 9aa-Bibliothek 
(Felici et al., 1993) präsentiert das Peptid in linearer Form, die pVIII 9aaCys-Bibliothek 
(Luzzago et al., 1993) präsentiert das Peptid flankiert von zwei Cysteinresten, die eine 
Disulfidbrücke bilden und so durch Ausbildung einer „Schlaufe“ das Peptid in seiner 
Flexibilität einschränken. 
 
3.2.1 „Panning“ mit BNYVV- und BSBV-spezifischen Antikörpern 
Die pVIII 9aa-Phagenbibliotheken wurden zunächst wie unter 2.5.1 beschrieben in E. coli 
angezogen und isoliert. Die Bestimmung des Phagentiters (2.5.2) ergab ~5,0 x 1015 cfu/ml 
für die pVIII 9aa-Bibliothek und ~4,0 x 1015 cfu/ml für die pVIII 9aaCys-Bibliothek. Wie unter 
2.5.3.1 beschrieben wurden mit jedem Antikörper drei „Panning“-Runden pro Bibliothek zur 
Anreicherung spezifischer Phagen durchgeführt.  
 
Nach dem dritten „Panning“ wurden jeweils 40 monoklonale Phagen amplifiziert (2.5.4) und 
ihre Reaktivität mit dem jeweiligen Antikörper im Phagen-ELISA (2.3.11.4) überprüft. Für 
keinen der drei BSBV-spezifischen mAk konnten ELISA-positive Phagen ermittelt werden 
(Daten nicht gezeigt). Da keiner dieser mAk im Western Blot mit BSBV-Hüllprotein reagierte, 
erkennen sie offensichtlich alle diskontinuierliche Epitope (Barbarossa et al., 1992). Solche 
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konformationsabhängige Epitope können durch ein 9mer-Peptid kaum bzw. schlecht 
nachgeahmt werden, und die Wahrscheinlichkeit, ein solches Mimitop aus einer Peptid-
Bibliothek zu isolieren, ist relativ gering. Für den, gegen natives BSBV-Hüllprotein 
gerichteten, pAk 981 konnten aus beiden Bibliotheken ebenfalls keine positiven Phagen 
isoliert werden (Tab. 12). Daher ist anzunehmen, dass die überwiegende Anzahl der 
Antikörper des pAk 981 ebenfalls für diskontinuierliche Epitope spezifisch ist. Nur für die pAk 
518 und 913, die gegen rekombinantes BSBV- bzw. BNYVV-Hüllprotein gerichtet sind und 
für den pAk 312, der gegen native BNYVV-Partikel gerichtet ist, wurden nach dem „Panning“ 
der Bibliotheken (2.5.3.1) im Phagen-ELISA (2.3.11.4) positive Phagen festgestellt (Tab. 12).  
 
Tab. 12: Anteil der im Phagen-ELISA ( 2.3.11.4) positiven Phagen. 
 
Antikörper Spezifität pVIII 9aa pVIII 9aaCys 
pAk 312 BNYVV (nCPa) 15% 2,5% 
pAk 518 BNYVV (rCPb) 55% 5% 
pAk 981 BSBV (nCPa) - - 
pAk 913 BSBV (rCPb) 63% 98% 
   anatives Hüllprotein  
brekombinantes Hüllprotein 
 
3.2.1.1 DNS Sequenzierung und Analyse der Peptidsequenz-Motive 
Zur Phagemid-DNS-Isolierung und Sequenzierung wurden die im monoklonalen Phagen-
ELISA (2.3.11.4) positiven Klone ausgewählt (Tab. 13).  
 
Tab. 13: Phagen-ELISA positive Klone, die für die Sequenzierung ausgewählt wurden. 
 
Antikörper Bibliothek Ausgewählte Klone 
pAk 312 pVIII 9aa 11, 26, 30 
pAk 518 pVIII 9aa 5, 6, 24, 25, 30, 38 
pAk 913 pVIII 9aa 5, 8, 13, 18, 29, 35, 37 
pAk 913 pVIII 9aaCys 8, 9, 16, 18, 19 
 
 
Signalsequenz                       pVIII 
CorteseCortese2
 
pC89 
9AS 
Abb. 20: Schematische Darstellung des pC89 Plasmids. Übersicht über die Lokalisierung der zur 
Sequenzierung verwendeten „Primer“ Cortese und Cortese2 (2.1.5.3). Die Sequenz der 
Oligonukleotide ist unter (2.1.9.1) beschrieben. Die Pfeile geben die jeweilige Elongationsrichtung der 
Primer während der Sequenzierreaktion (2.2.9) an. 9AS: Zufalls-Peptidsequenz; pVIII, 
Bakteriophagengen VIII. 
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Für die Sequenzierung wurden die Oligonukleotidprimer Cortese und/oder Cortese2 (2.1.9.1) 
eingesetzt, die, wie in Abb. 20 dargestellt, an den „Peptide display“-Vektor pC89 (2.1.5.3) 
hybridisieren. Anhand der ermittelten DNS-Sequenzen konnten die AS-Sequenzen der von 
den selektierten Phagen präsentierten Peptide abgeleitet werden.  
Beim Peptidsequenzvergleich der mit dem pAk 312 isolierten Phagenklone wurde die 
Konsensussequenz SSxGKYL identifiziert. Die Suche nach dieser Abfolge von AS innerhalb 
der AS-Sequenz des BNYVV Hüllproteins führte zur Identifizierung eines Epitops am 
N-Terminus: SSEGRYM. Epitop- und Konsensussequenz zeigen eine starke 
Übereinstimmung. Die dritte AS des Epitops scheint keine wesentliche Rolle bei der 
Antikörper-Bindung zu spielen,  weil sich an dieser Stelle der Peptidsequenzen beliebige  AS  
fanden, die sich in ihren Eigenschaften sehr unterscheiden. In der AS-Sequenz des BNYVV 
Hüllproteins fand sich an der Position des Arginin-Rests (R) in der Konsensus-Sequenz die 
strukturell ähnliche AS Lysin (K), an der Position des Methionins (M) die strukturell sehr 
ähnliche AS Leucin (L). Arginin und Lysin sind stark basische AS. Methionin und Leucin 
weisen beide eine raumfüllende Methylgruppe auf und sind hydrophobe AS. Positive Ladung 
sowie raumfüllende Gruppe besitzen offenbar wichtige Funktionen bei der Bindung dieses 
Epitops durch den pAk 312. 
Beim Peptidsequenzvergleich der mit dem pAk 518 isolierten Phagenklone wurde die 
Konsensus-Sequenz QPRTSPP identifiziert. Ein Teil dieser Sequenz ist als 
immunodominantes C-terminales Epitop 4 bekannt: RTSPPGQ. Die erste AS der 
Konsensus-Sequenz, das Glutamin (Q), findet sich auch in der BNYVV Hüllprotein-AS-
Sequenz, gehört aber mit dem Glycin (G) definitionsgemäß nicht zum Epitop selbst sondern 
zu AS, die das Epitop umgeben und einen Einfluss auf die Reaktivität des Epitops ausüben 
können (Commandeur et al., 1994). An der Stelle des Glycin (G) findet sich in der 
Konsensus-Sequenz ein Prolin (P). Die zyklische Iminosäure Prolin unterscheidet sich sehr 
von der einfachen AS Glycin, kann sich jedoch an dieser Position positiv auf die Antikörper-
Bindung auswirken, da sie in 4 von 6 Fällen gefunden wurde. Innerhalb des Epitop 4 
Bereichs ist allen Peptidsequenzen nur die Abfolge RT gemeinsam. Dies bestätigt die 
Alanin-„Scanning“ Ergebnisse von Commandeur et al. (1994), die auch zu der Annahme 
führten, dass nicht alle AS innerhalb eines linearen Epitops gleichwertig an der Antikörper-
Bindung beteiligt sind. 
Besonders großes Interesse galt in diesem Teil der Arbeit der Identifizierung eines Epitops 
des BSBV, da dieses später für die Herstellung einer Standardkontrolle im immunologischen 
Test verwendet werden sollte (3.4). 
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  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
 BNYVV CP   M S S E G R Y M T W . . .  
                 
 pVIII 9aa:               
 pAk 312-11:   G S K K S K Y Q L    
 pAk 312-26:    S S S G K Y L P P   
 pAk 312-30:   A S S P G K Y L S    
                 
 Konsensus-Sequenz:    S S X G K Y L     
            
            
   178 179 180 181 182 183 184 185 186 187 188    
 BNYVV CP              . . . P V Q G R T S P P G Q    
                 
 pVIII 9aa:               
 pAk 518-4:   R P R T S M P D I    
 pAk 518-5: I E Q Q R T G H P      
 pAk 518-24:   Q P R T G P Y A S    
 pAk 518-25: G G Q P R T S P A      
 pAk 518-30:   R P R T S S P G A    
 pAk 518-38: S G Q A R T S P A      
                 
 Konsensus-Sequenz:   Q P R T S P P      
           
 BSBV CP   1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11  
     M V D P R Y E G W N Q . . .
 pVIII 9aa:               
 pAk 913-5:     A D P R Y L Q Q Y   
 pAk 913-8:   S A L D P R Y D R     
 pAk 913-13: R Q S L D P R Y W      
 pAk 913-18:  G G L D P R Y V R     
 pAk 913-29:    L D P R Y L T P S   
 pAk 913-35:   A I D P R Y H Q L    
 pAk 913-38:     D P R F A P P P S  
                
 pVIII 9aaCys:               
 pAk 913-8,16,18:    C D P R Y S A E T G  C 
 pAk 913-9:    C D P R H S G Q Y Y  C 
 pAk 913-19:   C Y D P R Y H L R P C  
                
 Konsensus-Sequenz:    L D P R Y       
                
 
Abb. 21: AS-Sequenzen der Peptide von pAk 312, 518 und 913 selektierten Phagen (2.5.3.1). In 
der obersten Zeile ist jeweils der entsprechende Abschnitt der AS-Sequenz des Hüllproteins von 
BNYVV bzw. BSBV abgebildet. Darunter sind die abgeleiteten AS-Sequenzen von ausgewählten 
Klonen der pVIII 9aa bzw. der pVIII 9aaCys-Bibliothek gezeigt. Rot dargestellt sind AS, die sich an der 
gleichen Stelle im BNYVV bzw. BSBV Hüllprotein wiederfinden, grün gezeigt sind AS, die eine große 
strukturelle Ähnlichkeit mit der AS an dieser Stelle im jeweiligen Hüllprotein aufweisen. Cystein-Reste 
der pVIII 9aaCys-Bibliothek, die eine Disulfidbrücke bilden, sind kursiv und blau dargestellt. AS, die 
zur Bildung der Konsensus-Sequenz beitragen, sind fett gedruckt. 
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Beim Peptidsequenzvergleich der pAk 913-isolierten Phagenklone wurde die stark 
konservierte Sequenz LDPRY identifiziert. Das beschriebene Motiv findet sich in ähnlicher 
Form zwischen AS 2 und 8 des BSBV Hüllproteins (VDPRY; Abb. 21). Anstelle des im BSBV 
Hüllprotein an Position 2 vorhandenen Valin-Rests (V) findet sich in der ersten Position der 
Konsensus-Sequenz am häufigsten die strukturell sehr ähnliche AS Leucin (L). Daneben 
kommen die AS Isoleucin (I) und Alanin (A) vor, die ebenfalls aliphatische Seitenketten 
besitzen, die entscheidend zu den hydrophoben Wechselwirkungen beitragen. Allerdings 
scheint an dieser Stelle eine AS mit diesen strukturellen Eigenschaften für die Antikörper-
Bindung zwar von Vorteil, nicht aber unbedingt nötig zu sein, da sich an dieser Stelle auch 
ein Cystein (C) oder Tyrosin (Y) findet. Diese AS könnten allerdings auch für eine korrekte 
Faltung wichtig sein, aber im weiteren keine so entscheidende Rolle für die Bindung des 
Antikörpers spielen. An der Stelle des Tyrosin-Rests (Y), an Position 6 der BSBV 
Hüllproteinsequenz, liegt in der Konsensus-Sequenz meist ebenfalls die AS Tyrosin vor, 
daneben aber die im strukturellen Aufbau sehr ähnlichen AS Phenylalanin (F) und Histidin 
(H).  
 
3.2.2  „Panning“ mit BNYVV-spezifischen scFvs SR19 und VE91 
Es wurden mehrere Versuche zur Bestimmung der scFv-spezifischen Epitope durchgeführt. 
Hierzu wurden die beiden unter 3.2.1 beschriebenen 9mer-Bibliotheken, die 12mer Ph.D. 
Bibliothek von NEB und eine weitere C-6AS-C Bibliothek, die freundlicherweise von Dr. M. 
Mayo (SCRI, Dundee) zur Verfügung gestellt wurde, benutzt. Es konnten jedoch aus keiner 
dieser Bibliotheken scFv-reaktive Peptide isoliert werden.  
Da keiner der scFv im Western Blot mit dem BNYVV-Hüllprotein reagierte (Daten nicht 
gezeigt), legt das den Schluss nahe, dass es sich um diskontinuierliche Epitope handelt. 
Diese Epitop-Eigenschaften erschweren eine Isolierung von reaktiven Peptiden aus „Phage 
display“-Bibliotheken (s.a. 3.2.1). 
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3.3 Präsentation von Epitopen auf PVX-Partikeln 
Eine weitere Aufgabe dieser Dissertation bestand darin, geeignete Trägerpartikel für die 
Präsentation von Epitopen zu finden. 
Eines der beiden Präsentationssysteme, die zu diesem Zwecke getestet werden sollten, ist 
das PVX-Vektorsystem. Obwohl keine detaillierten Informationen über die Faltung und die 
Art der Wechselwirkungen zwischen den Untereinheiten des PVX Hüllproteins verfügbar 
sind, wird angenommen, dass der N-terminale Teil des Hüllproteins auf der Oberfläche der 
Virionen exponiert ist (Baratova et al., 1992; Koenig & Torrance, 1986). Daher wurden die 
hier zu untersuchenden fremden Epitopsequenzen direkt an den N-Terminus des PVX 
Hüllproteins fusioniert.  
 
3.3.1 Auswahl geeigneter BNYVV Epitope 
Die Nukleotidsequenz des BNYVV Hüllproteins ist bekannt (Bouzoubaa et al., 1986), und 
einige Epitope des BNYVV Hüllproteins sind durch immunologische Studien mit mAk, 
ergänzt durch elektronenmikroskopische Untersuchungen sowie durch Versuche mit 
synthetischen, überlappenden Peptiden im PEPSCAN-Verfahren identifiziert worden 
(Commandeur et al., 1992; Commandeur et al., 1994). Wegen ihrer genauen 
Charakterisierung eignen sich die BNYVV Epitope daher gut, um PVX-Partikel und Ty1-
„virus-like particles“ (VLPs, s. 3.4) auf ihre Qualität als Präsentationssysteme zu 
untersuchen. 
Ein großer Anteil der existierenden BNYVV-spezifischen mAk ist gegen den als Epitop 4 
(ep4) bezeichneten, immunodominanten, C-terminalen Teil des Hüllproteins gerichtet. Dabei 
unterscheiden sich die verschiedenen an die ep4-Region bindenden mAk teilweise etwas in 
ihrer Spezifität; d.h. die Antikörper binden an unterschiedliche AS-Abfolgen innerhalb dieser 
ep4-Region (Commandeur et al., 1994). Bei der Auswahl geeigneter BNYVV Epitope spielte 
neben der Verfügbarkeit der speziellen mAk auch die Struktur der Epitope eine große Rolle. 
Es sollte sich vorzugsweise um kontinuierliche, lineare Epitope handeln, um sicher zu 
stellen, dass diese auch dann noch von den mAk erkannt werden, wenn sie auf „fremden“ 
Partikeln präsentiert werden. Zudem sollten die Epitope mit den spezifischen mAk nicht nur 
im ELISA sondern auch im Western Blot nachgewiesen werden können. Die BNYVV Epitope 
4 (ep4) und 6 (ep6) (Commandeur et al., 1992) erfüllen diese Voraussetzungen und wurden 
deshalb für die Präsentation ausgewählt.  
 
3.3.2 Klonierungsstrategie 
Zunächst wurde ein Teil des 5´-terminalen PVX Hüllproteingens vom pCX1 Vektor mit den 
PCR-Primern CX-ep und Universe amplifiziert (Abb. 22, Primersequenzen: 2.1.9.2). Die 
89 
3 Ergebnisse und Diskussion 
dabei verwendeten 5´-Primer enthielten zusätzlich einen, zum Hüllproteingen nicht 
komplementären, 5´-terminalen Bereich mit einer EagI Schnittstelle und einer für das 
jeweilige BNYVV Epitop kodierenden Region. Nach PCR-Amplifizierung der 5´-terminalen 
Teilsequenz des PVX Hüllproteingens wurde die amplifizierte DNS in den pCR2.1 Vektor 
(2.2.1) kloniert. Die Identität der eingefügten Fragmente wurde durch Sequenzierung mit den 
Primern M13 und M13r festgestellt (2.2.9). Anschließend wurden die BNYVV Epitop-
Hüllproteingenfragmente mittels EagI/SpeI Restriktion in den pCXI Vektor kloniert (2.2.1.1; 
Abb. 22).  
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Abb. 22: Klonierungsschema zur Produktion von rekombinantem PVX Hüllprotein in Pflanzen. 
p35S = 35S Promotor (Cauliflower mosaic virus, CaMV). Pr = Primer (prM13 = Primer M13, 2.1.9.2). 
p166, p25, p12 und p8 = PVX-Proteine, Funktionen siehe Einleitung (1.5.1) und Abb. 4. GFP = „green 
fluorescent protein“, 2A = auto-proteolytische Schnittstelle vom Foot-and-mouth disease virus (FMDV). 
CP = PVX Hüllprotein. Ep = Fremde BNYVV Epitopsequenz.    = subgenomischer Promoter (nähere 
Erläuterungen s. 3.3.2).   
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Abb. 23: Schematische Darstellung der verschiedenen PVX-Konstrukte. P35S = 35S Promotor 
vom Cauliflower mosaic virus (CaMV); p166, p25, p12 und p8 = PVX-Proteine, Funktionen siehe 
Einleitung (1.5.1) und Abb. 4; GFP = „green fluorescent protein“; 2A = proteolytische Schnittstelle vom 
Foot-and-mouth disease virus (FMDV); CP = PVX Hüllprotein; ep = BNYVV Epitope; Wt = Wildtyp;   = 
subgenomischer Promoter. 
 
Der hier verwendete 35S Promotor des CaMV vermittelt in der Zelle die Transkription des 
rekombinanten viralen Genoms. Die dabei entstehenden in vivo Transkripte sind infektiös. 
Daher können N. benthamiana Pflanzen durch einfaches Abreiben von Korund bestäubten 
Blättern mit der aus E. coli aufgereinigten Plasmid-DNS der PVX-Konstrukte (Abb. 23, 
2.3.13.2) infiziert werden.  
 
3.3.3 Analyse von PVX-infizierten N. benthamina Pflanzen 
3.3.3.1 Symptomausbildung 
PVX-typische, gelbe Mosaikerscheinungen auf den Blättern sowie unnatürliches knolliges 
Wachstum der Blätter (Abb. 24B) konnten 1-2 Wochen nach DNS-Inokulation der Pflanzen 
(2.3.13.2) beobachtet werden. Die Symptome der Pflanzen, die mit den pPVXepCP-
Konstrukten inokuliert worden sind, unterschieden sich dabei nicht von denen, die mit dem 
Wildtyp pPVXwtCP-Konstrukt (pPVX201) infiziert worden sind (Ergebnisse nicht gezeigt).  
91 
3 Ergebnisse und Diskussion 
   
A
be
pP
 
3
Im
de
na
B
ge
de
 
3
D
sp
B
ge
28
 
 
 92A 
bb. 24: PVX Infektionsversuche 
nthamiana. B: N. benthamiana 14 T
VXep6CP (5-10 µg/Blatt). 
.3.3.2 ELISA 
 ELISA (2.3.11.1) konnte sowohl 
n PVX-Partikeln präsentierten BN
chgewiesen werden. Kontrollvers
NYVV Epitop fielen negativ aus. A
meinsam präsentierten, konnten
tektiert werden (Ergebnisse nicht 
.3.3.3 Western Blot Analyse 
ie Detektion beider BNYVV Epitop
ezifischen mAk bzw. pAk auch im
anden der PVXepCP-Konstrukte 
ringere elektrophoretische Mobili
C).  A 
mit N. benthamiana. A: nicht infiz
age nach Inokulation (2.3.13.2) von 
PVX mit PVX-spezifischen pAk al
YVV Epitope mit den entsprechen
uche mit mAk gegen ein andere
uf PVX-Partikeln, die BNYVV Epit
 beide Epitope mit dem jewe
dargestellt).  
e und des PVX-Hüllproteins war m
 Western Blot erfolgreich (2.3.7, 
zeigten ihrem Molekulargewich
tät im SDS Gel als das Wildtyp PA B B B 
ierte und gesunde N. 
jeweils drei Blättern mit 
s auch die jeweils auf 
den spezifischen mAk 
s, nicht präsentiertes 
ope 4 und 6 (ep4ep6) 
ils spezifischen mAk 
it den entsprechenden 
s.a. Abb. 28A-C). Die 
t entsprechend eine 
VX Hüllprotein (Abb. 
3 Ergebnisse und Diskussion 
3.3.3.4 Elektronenmikroskopische Untersuchungen 
Die im ELISA gewonnenen Ergebnisse sollten durch elektronenmikroskopische (EM) 
Untersuchungen ergänzt werden. Zum einen sollte die Integrität der viralen Partikel gezeigt 
werden, zum anderen sollte abgesichert werden, dass die präsentierten Peptide den 
Assemblierungsprozess nicht beeinträchtigen. Darüber hinaus sollte die Bindung der BNYVV 
Epitop-spezifischen mAk über die gesamte Länge der PVX-Partikel verifiziert werden.  
 
3.3.3.4.1 Immunogoldmarkierung der PVXepCP Partikel 
In Abb. 25 sind Partikel zu erkennen, die die typischen Erkennungsmerkmale von PVX 
aufweisen. Sie sind flexibel fadenförmig, ca. 300-600 nm lang (Normallänge 515 nm) und 
haben einen Durchmesser von etwa 13 nm. PVXep4CP-Partikel werden durch den BNYVV 
ep4-spezifischen mAk SCR86 detektiert (Abb. 25A-C), nicht aber durch den ep6-
spezifischen mAk SCR84 (Abb. 25D). Bei spezifischer Detektion sind die Partikel über die 
gesamte Länge mit 15 nm Goldkörnern markiert (Abb. 25A-C, Abb. 25E-G). Bei Detektion 
des BNYVV ep4 auf den PVXep4CP Partikeln fiel auf, dass die Goldmarkierung besonderes 
an solchen Stellen zu beobachten war, an denen die PVX-Partikel sehr nahe 
zusammenlagen (Abb. 25B). Bei genauer Betrachtung war an diesen Stellen auch eine 
Häufung von gebundenen Antikörpern zu erkennen (Dekorationseffekt), an denen dann die 
Anlagerung der Gold-markierten Antikörper hauptsächlich stattgefunden hatte (Abb.  25A, B). 
Diese Besonderheit wurde auch bei Verwendung des ebenfalls BNYVV ep4-spezifischen 
mAk 3H12 sowie bei anderen Virus-Präparationen beobachtet (Ergebnisse nicht gezeigt). 
 
Hier wäre eine Induzierung der Verklumpung durch die Antikörper selbst denkbar. Die 
Virionen sind nach der Adsorption (2.4.2) an den Objektträgerfilm noch in gewissem Maße 
beweglich (persönliche Mitteilung Dr. D.-E. Lesemann, BBA, Braunschweig; Milne, 1984; 
Almeida et al., 1980) und könnten somit durch mAk SCR86, die eine gewisse Eigenaffinität 
zu haben scheinen, miteinander verbunden werden. Darüber hinaus könnte bei der 
Vernetzung der Virionen auch die Bivalenz der Antikörper eine Rolle spielen. Zudem scheint 
der hier verwendete mAk SCR86 mit den Gold-markierten Antikörpern Komplexe zu bilden, 
da teilweise mehrere Goldkörner-Ketten an den Virionen hängen (Abb. 25B). 
Bei der Detektion des BNYVV ep6 durch mAk SCR84 war die Zusammenlagerung der 
Partikel nicht so stark ausgeprägt, und das Phänomen der bevorzugten Bindung an 
überlagerte Partikel wurde nicht beobachtet (Abb. 25E-G). 
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Abb. 25: Immunogoldmarkierung von PVXepCP Partikeln aus N. benthamiana (2.4.4). A+B+C: 
PVXep4CP dekoriert mit mAk SCR86 gegen BNYVV Epitop 4 (1:5 verdünnt), detektiert mit GAR-15 nm 
Goldkonjugat (1:50 in PBST verdünnt). D: Negativkontrolle, PVXep4CP Partikel, primärer mAk SCR84 
gegen BNYVV Epitop 6 (1:10 verdünnt), sekundärer pAk GAR-15 nm Goldkonjugat (s.o.). E+F+G: 
PVXep6CP Partikel dekoriert mit mAk SCR84 gegen BNYVV Epitop 6 (1:10 verdünnt), detektiert mit 
GAR-15 nm Goldkonjugat (s.o.). H: Negativkontrolle, PVXep6CP Partikel, primärer mAk 3H12 gegen 
BNYVV Epitop 4 (1:10 verdünnt), sekundärer pAk GAR-15 nm Goldkonjugat (s.o.). Balken = 200 nm. 
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Weitere EM-Studien bewiesen, dass sich PVX-Hüllproteinuntereinheiten selbst nach 
N-terminaler Fusion von beiden Epitopsequenzen mit 14 zusätzlichen AS zu Partikeln 
zusammenlagern, deren Erscheinungsbild mit dem der flexiblen stäbchenförmigen PVXwtCP 
Partikel übereinstimmte (Abb. 26). 
Dies ist die bisher längste AS-Abfolge, die ohne die 2A-Region des Foot-and-mouth disease 
virus (FMDV, Ryan et al., 1991) auf PVX-Partikeln präsentiert werden konnte. Erst kürzlich 
gelang es Marusic et al. (2001) ebenfalls ein Epitop ohne die 2A-Sequenz als N-terminale 
Fusion des PVX-Hüllproteins erfolgreich auf PVX zu präsentieren. Allerdings war das von 
ihnen verwendete HIV-Epitop nur 6 AS lang.  
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Abb. 26: Immunogoldmarkierung von PVXep4ep6CP-Partikeln aus N. benthamiana (2.4.4). A+B+C: 
PVXep4ep6CP-Partikel dekoriert mit mAk SCR86 gegen BNYVV Epitop 4 (1:5 verdünnt), detektiert mit 
GAR-15 nm Goldkonjugat (1:50 in PBST verdünnt). D+E+F: PVXep4ep6CP Partikel dekoriert mit 
mAk SCR84 gegen BNYVV Epitop 6 (1:10 verdünnt), detektiert mit GAR-15 nm Goldkonjugat (s.o.). 
G+H: PVXep4ep6CP Partikel dekoriert mit 1. mAk SCR84 (1:60 verdünnt), GAM-5 nm Goldkonjugat 
(s.o.) und 2. mAk SCR86 (1:5 verdünnt) abgesättigt mit GAM-10 nm Gold (s.o.). Balken = 200 nm. 
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Beide BNYVV Epitope (ep4 und ep6) konnten mit den entsprechenden mAk auf den 
PVXep4ep6CP-Partikeln durch Immunogoldmarkierung nachgewiesen werden (2.4.4; 
Abb. 26A-F). Dabei waren die zwei durch die Fusion hintereinander liegenden Epitope – 
genauso wie die Einzelepitope – auf der Oberfläche der PVX-Partikel zugänglich. 
Für die PVXep4ep6CP-Konstrukte konnte außerdem die gleichzeitige Detektion der auf den 
PVX-Partikeln präsentierten Epitope 4 und 6 durch Markierung mit unterschiedlich großen 
Goldkörnern gezeigt werden (Abb. 26G+H). Diese Doppelmarkierung wurde durch 
Inkubation mit primären ep6-spezifischen mAk, dann mit 5 nm Gold-markiertem, sekundärem 
GAM Antikörper, gefolgt von einer Inkubation mit einer Mischung des primären ep4-
spezifischen mAk mit im Überschuss zugegebenem 10 nm Gold-markiertem, sekundärem 
GAM Antikörper erreicht (2.4.4). Die Möglichkeit, dass die Doppelmarkierung der 
PVXep4ep6CP-Partikel mit unterschiedlich großen Goldpartikeln bei der Inkubation mit dem 
zweiten Antikörper-Gemisch durch einen Austausch der sekundären Gold-markierten 
Antikörper zustande gekommen ist, konnte durch die Ergebnisse der im Folgenden 
beschriebenen Mischinfektion ausgeschlossen werden. 
 
3.3.3.4.2 PVX Infektionsversuch mit einem DNS-Gemisch zweier Konstrukte 
N. benthamiana Pflanzen wurden mit einem Gemisch gleicher Mengen pPVXep4CP- und 
pPVXep6CP-DNS inokuliert (2.3.13.3). Es stellte sich die Frage, ob PVX-Partikel aus diesen 
misch-infizierten Pflanzen jeweils nur eines oder beide Epitope präsentierten. Findet 
Koinfektion statt, dann sollten in der gleichen Zelle ep4CP und ep6CP synthetisiert werden, 
und es käme bei der Zusammenlagerung der Hüllproteinuntereinheiten zur Bildung von 
Partikeln, die beide Epitope präsentieren.  
Um diese Frage beantworten zu können, wurden EM-Studien durchgeführt. Zunächst 
wurden die gereinigten PVX-Partikel aus den doppelt infizierten Pflanzen mit jeweils für eines 
der beiden Epitope spezifischen primären mAk und anschließend mit 15 nm Gold-
markiertem, sekundärem GAM inkubiert (Abb. 27A+B). Dabei fanden sich überwiegend 
dekorierte neben völlig undekorierten PVX-Partikeln (Abb. 27A+B). In einer weiteren EM-
Untersuchung wurde eine Doppelmarkierung der Partikel, wie in 3.3.3.4.1 beschrieben, 
vorgenommen: Der Inkubation mit primärem ep6-spezifischen mAk und der mit 5 nm Gold-
markiertem sekundärem GAM Antikörper folgte eine Inkubation mit einer Mischung des 
primären ep4-spezifischen mAk mit im Überschuss zugegebenem 10 nm Gold-markiertem, 
sekundärem GAM Antikörper (Abb. 27C-E). In Abb. 27C+D sind PVX-Partikel zu erkennen, 
die entweder nur mit 5 nm oder 10 nm Gold markiert sind, jedoch ebenfalls Partikel, die mit 
beiden Goldkorngrößen markiert sind.  
Diese Versuche zeigen, dass sowohl PVX-Partikel gebildet wurden, die jeweils nur eines der 
BNYVV Epitope auf ihrer Oberfläche präsentierten, als auch Partikel, die beide Epitope 
 96
3 Ergebnisse und Diskussion 
gleichzeitig darboten. Die Resultate des Mischinfektionsversuchs demonstrieren, dass es im 
zweiten Antikörper-Inkubationsschritt zu keiner bzw. wenn überhaupt zu geringer 
Umlagerung der mit unterschiedlich großen Goldkörnern markierten, sekundären Antikörper 
kommt, denn es wurden Partikel beobachtet, die ausschließlich oder überwiegend mit dem 
im ersten Inokulationsschritt verwendeten 5 nm Gold-markierten Antikörpern dekoriert waren 
(Abb. 27D+E).    
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3.3.4 Langzeitübertragungsexperiment 
Durch ein Langzeitübertragungsexperiment sollte überprüft werden, ob es durch mehrfache, 
serielle PVX Passagen zu einem Verlust der zusätzlichen, fremden BNYVV-
Epitopsequenzen aus dem PVX RNS-Genom kommen kann. 
Zunächst wurden jeweils vier N. benthamina Pflanzen mit den Plasmiden pPVXwtCP, 
pPVXep4CP, pPVXep6CP und pPVXep4+6CP inokuliert (2.3.13.3, Abb. 23). Nach vier Wochen 
wurde Pflanzensaft von jeweils einer der PVX-infizierten Pflanzen (pPVXwtCP Pflanze 1, 
pPVXep4CP Pflanze 2, pPVXep6CP Pflanze 2 und pPVXep4+6CP Pflanze 1, siehe auch 
Abb. 28) auf je drei gesunde N. benthamiana Pflanzen übertragen.  
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Abb. 28: Western Blot Analyse von PVXwtCP und PVXepXCP Hüllproteinen (2.3.7). Untersuchung 
PVX-infizierter N. benthamina nach Inokulation mit DNS-Konstrukten (2.3.13.3). Infektionsdauer 
15.12.00-09.01.01 (I). Zum Nachweis verwendete Antikörper: A: mAk SCR86 + GAMAP, B: mAk 
SCR84 + GAMAP, C: pAk PVX + GARAP. M = prestained broad range marker (NEB); G = als Kontrolle 
verwendeter gesunder, nicht-infizierter N. benthamina Pflanzensaft; B = BNYVV-infizierter C. quinoa 
Pflanzensaft; P = PVXwtCP Kontrolle; 1-4 = Nummerierung der vier parallel inokulierten Pflanzen; 
ep4 = PVXep4CP; ep6 = PVXep6CP; ep4+6 = PVXep4ep6CP (s.a. Abb. 23). 
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Anschließend wurde die Übertragung fünf mal nach jeweils 3-4-wöchiger Inkubation 
wiederholt. Dabei wurde immer infizierter Pflanzensaft aller drei Pflanzen getrennt für die 
erneute Infektion von drei gesunden N. benthamina Pflanzen verwendet. Die Überprüfung 
der erfolgreichen PVX-Infektion und des Vorhandenseins der unterschiedlich präsentierten 
BNYVV Epitope wurde im Western Blot vorgenommen (2.3.7). 
 
3.3.4.1 Untersuchungen der PVX-infizierten Pflanzen 
Die Ergebnisse der Western Blot Analyse des Langzeitübertragungsexperiments sind in Abb. 
28 und 29 dargestellt. Nach der ersten Inokulation von N. benthamina mit DNS der 
unterschiedlichen PVX-Konstrukte wurden alle zusätzlichen BNYVV Epitope auf den PVX-
Partikeln der für die nachfolgende Inokulation ausgewählten Pflanzen nachgewiesen (2.3.7, 
Abb. 28). Die schwachen Banden von ep4CP und ep4ep6CP in Abb. 28A könnten durch 
Auftragungsfehler der Proben erklärt werden, da in Abb. 28C bei den gleichen Proben 
stärkere Banden zu beobachten sind. Ein proteolytischer Verlust des Epitops kann hier 
ausgeschlossen werden, da in Abb. 28C nur eine einzige PVX-Hüllproteinbande der 
ursprünglichen Größe detektiert wird.  
Mit Zunahme der Übertragungsschritte und der Infektionsdauer auf N. benthamiana nahm 
die Reaktivität des ep4 immer mehr ab, während das PVX-Hüllprotein weiterhin mit PVX-
spezifischen Antikörpern nachgewiesen werden konnte (Abb. 29A+D, Tab. 14). Das ep6 
wurde in den PVXep6CP Konstrukten bis zum Versuchsende in allen Pflanzen detektiert 
(Abb. 29B+E, Tab. 14), während das ep6 in den mit PVXep4ep6CP infizierten Pflanzen 2 und 
3 zum Versuchsende hin nicht mehr nachzuweisen war (Abb. 29E, Tab. 14).  
 
Das BNYVV ep4 konnte selbst dann nicht mehr nachgewiesen werden, wenn die Blätter 
gleich nach Erscheinen der ersten PVX-Symptome – knapp eine Woche nach Inokulation der 
Pflanze mit infektiösen Partikeln – sofort durch Mörsern in flüssigem N2 für den Western Blot 
aufbereitet wurden (2.3.7). Dies spricht gegen einen Verlust der zusätzlichen BNYVV 
Epitope durch proteolytische Abspaltung des N-Terminus des PVX-Hüllproteins, welche 
teilweise in älterem Pflanzensaft beobachtet wird (Koenig et al., 1978). Die daraus 
resultierende, interessante Schlussfolgerung, dass sich der Verlust des BNYVV ep4 nicht auf 
Protein-, sondern auf RNS-Ebene ereignet hat, konnte im Folgenden durch RT-PCR (2.2.2) 
und anschließende Sequenzanalyse (2.2.9) bestätigt werden. 
PVX-Partikel von systemisch infizierten N. benthamina Blättern unterschiedlicher 
Infektionsphasen des Langzeitübertragungsexperiments wurden mit Hilfe der 
„Immunocapture“-Technik (2.3.10) isoliert. Nach cDNS-Herstellung mit Primer CX1 (2.2.2)  
wurde eine PCR mit den Primern CX3 und CX4 durchgeführt (2.2.3.1) und die PCR-Produkte 
anschließend auf einem Agarosegel analysiert (Abb. 30). 
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Abb. 29: Western Blot Analyse von PVXwtCP und PVXepXCP Hüllproteinen unterschiedlicher 
Infektionsphasen (2.3.7). A-C: N. benthamina PVX Infektionsdauer 12.01-25.01.01 (II). D-F: N. 
benthamiana PVX Infektionsdauer 17.04-08.05 (VI). Zum Nachweis verwendete Ak: A+D: mAk 
SCR86 + GAMAP. B+E: mAk SCR84 + GAMAP. C+F: pAk PVX + GARAP. M = prestained broad range 
marker, NEB; G = N. benthamina Pflanzensaft, gesund; B = BNYVV-infizierter C. quinoa Pflanzensaft; 
P = PVXwtCP-Kontrolle; ep4 = PVXep4CP; ep6 = PVXep6CP; ep4+6 = PVXep4+6CP (s.a. Abb. 23).  
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Tab. 14: Übersicht der Western Blot Analyse (2.3.7) Ergebnisse unterschiedlicher Zeiträume 
des PVX Langzeitübertragungsexperiments (3.3.4). 
 
 1. Ak: pAk PVX SCR86 SCR84 
  Pflanze: 1 2 3 1 2 3 1 2 3 
Infektionszeitraum WB-Datum Konstrukt          
I 15.12.-12.01. 09.01.01  PVXwtCP +++ n.d. n.d. - n.d. n.d. - n.d. n.d. 
II 12.01.-05.03 25.01.01A +++ n.d. n.d. - n.d. n.d. - n.d. n.d. 
III 05.02.-20.03. 05.03.01 +++ n.d. n.d. - n.d. n.d. - n.d. n.d. 
IV 02.03.-04.04. 04.04.01 +++ n.d. n.d. - n.d. n.d. - n.d. n.d. 
V 23.03.-24.04. 06.04.01 +++ n.d. n.d. - n.d. n.d. - n.d. n.d. 
VI 17.04.-16.05. 08.05.01A +++ n.d. n.d. - n.d. n.d. - n.d. n.d. 
I 15.12.-12.01. 09.01.01 PVXep4CP ++ +++ ++ (+) +++ ++ n.d. n.d. n.d. 
II 12.01.-05.03 25.01.01A ++ +++ +++ - +++ ++ - - - 
III 05.02.-20.03. 05.03.01 +++ +++ +++ + (+) - - - - 
IV 02.03.-04.04. 04.04.01 ++ ! ++ ! ++ ! +++ - - - - - 
V 23.03.-24.04. 06.04.01 ++ ++ ++ ++ - - - - - 
VI 17.04.-16.05. 08.05.01A ++ ++ ++ +++ - - - - - 
I 15.12.-12.01. 09.01.01 PVXep6CP ++ +++ +++ n.d. n.d. n.d. ++ ++ ++ 
II 12.01.-05.03 25.01.01A ++ ++ ++ - - - +++ +++ +++ 
III 05.02.-20.03. 05.03.01 +++ / +++ - - - +(+) / +(+) 
IV 02.03.-04.04. 04.04.01 ++! / ++ ! - - - + / - 
V 23.03.-24.04. 06.04.01 ++ / +++ - - - - / +(+) 
VI 17.04.-16.05. 08.05.01A +++ / ++ - - - +++ / +++ 
I 15.12.-12.01. 09.01.01 PVXep4ep6CP +++ ++ +++ + ++ +++ ++ ++ +++ 
II 12.01.-05.03 25.01.01A +++ +++ +++ +(+) +++ - +++ +++ +++ 
III 05.02.-20.03. 05.03.01 +++ +++ ++ (+) (+) - +++ +++ ++ 
IV 02.03.-04.04. 04.04.01 ++ ! ++ ! ++ ! u++ o++ - (+) +(+) - 
V 23.03.-24.04. 06.04.01 ++ ++ ++ u+ o+ - + +(+) - 
VI 17.04.-16.05. 08.05.01A  + ++ m++ u+ o+ - o+ o(+) - 
 
DatumA: Western Blot Analyse s. Abb. 29 
(+) - +++: schwache bis starke Detektion der Banden im Western Blot 
/: die mit PVXep6CP infizierte Pflanze 2 ist nach dem Infektionszeitraum II abgestorben. Im 
Infektionszeitraum III wurden jeweils zwei Pflanzen mit dem Pflanzensaft der Pflanzen 1 und 3 
inokuliert. Für die angegebenen Werte der  folgenden Infektionszeiträume wurde ein Mittelwert von 
den jeweils zwei Pflanzen ermittelt 
!: neben der PVX Hüllproteinbande treten in der Western Blot Analyse vom 04.04.01 weitere 
Nebenbanden geringerer Größe auf, deren Ursache auf proteolytische Aktivität zurückgeführt wurde 
u/o: ab dem 31.03.01 finden sich im Western Blot des PVXep4ep6CP-Konstrukts in den Pflanzen 1 und 
2 jeweils zwei Banden (u = untere Bande, o = obere Bande, s.a. Abb. 30) 
m: Dagegen findet sich bei Pflanze 3 ab dem 31.03.01 eine Bande, deren Laufhöhe zwischen den 
beiden Banden der Pflanzen 1 und 2 liegt (s.a. Abb. 30)   
 
Das CX3-CX4-Produkt des wt PVX-Konstrukts (380 bp) ist fast 30 bp größer, als die der 
PVXepCP-Konstrukte (352 bp). Dieser Größenunterschied kann genauso wie der des 21 bp 
längeren PCR-Fragments des PVXep4ep6CP-Konstrukts (373 bp) gegenüber den PCR-
Fragmenten der PVXep4CP- bzw. PVXep6CP-Konstrukte (352 bp) im Agarosegel beobachtet 
werden. In Übereinstimmung mit den Western Blot Ergebnissen (Abb. 29F) finden sich bei 
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den PVXep4ep6CP-Konstrukten 1 und 2 des Infektionszeitraums VI zwei Banden bzw. bei dem 
PVXep4ep6CP-Konstrukt 3 eine von der ursprünglichen Größe abweichende Bande. 
Die Veränderung der Virus RNS-Genome wurde durch Sequenzierung (CX2 und CX4, 
3.2.5.3) von mind. zwei unterschiedlichen CX3-CX4 PCR-Produkten genauer untersucht. 
Alle Konstrukte des Infektionszeitraums I besitzen die erwarteten AS-Sequenzen (Abb. 32). 
Für die PVXep4CP-Konstrukte des Infektionszeitraums II konnte die erste AS des BNYVV 
Epitops nicht eindeutig bestimmt werden: Durch das Vorhandensein von jeweils zwei Peaks 
an den nt-Positionen 1 und 3 des 1. Kodons der Nukleotidsequenz des ep4 können 
theoretisch drei AS abgeleitet werden: Arginin (R), Glycin (G) und Serin (S) (Abb. 32). Da an 
weiteren nt-Positionen nur jeweils der Peak eines Nukleotids im Chromatogramm deutlich zu 
lesen ist und ein sehr geringes Hintergrundrauschen vorlag, ist davon auszugehen, dass sich 
während des Infektionszeitraums II mehrere Viruspopulationen in der systemisch infizierten 
Pflanze befinden (Abb. 32). Diese besitzen an den beschriebenen nt-Positionen eine 
unterschiedliche Nukleotidsequenz. Dafür spricht auch, dass die im Infektionszeitraum II 
nicht genau zu bestimmende AS im späteren Infektionszeitraum VI in zwei der drei 
Konstrukte relativ eindeutig als Serin erkannt werden konnte (Abb. 31). Demzufolge konnte 
sich diese AS-Mutation durchsetzen. Allerdings wäre es zur Verifizierung der im Genompool 
der PVX-Viren der Infektionszeiträume II und VI tatsächlich vorkommenden Kodons nötig, 
mehrere PVXep4CP-Klone aus einzelnen Lokalinfektionen des Lokalläsionswirts G. globosa 
zu sequenzieren. Diese sehr arbeitsaufwendige Studie war jedoch in dem zur Verfügung 
stehenden Zeitrahmen nicht möglich. 
Für das PVXep6CP Konstrukt wurde zusätzlich zum Infektionszeitraum I nur der 
Infektionszeitraum VI untersucht. Hier ist in allen Pflanzen der erste Arginin-Rest (R) durch 
ein Isoleucin-Rest (I) ausgetauscht worden.   
Bei den PVXep4ep6CP-Konstrukten des Infektionszeitraums II kommt in der abgeleiteten AS-
Sequenz der ersten Position des Doppelepitops vorwiegend ein von der ursprünglichen 
Sequenz (R) abweichendes Serin (S) vor. In der AS-Position zehn wird der Asparagin-
Rest (N) teilweise durch ein Asparaginsäure-Rest (D) ausgetauscht. Zu den verschiedenen 
AS-Austauschen an den besagten Positionen kommen im Infektionszeitraum VI (s. Abb. 31) 
AS-Deletionen hinzu. In den Pflanzen 1 und 2 finden sich jeweils zwei Viruspopulationen; 
jeweils eine dieser Populationen hat zwei AS-Austausche in der BNYVV Doppelepitop-
Sequenz. Bei der anderen wurden neben einem AS-Wechsel zur Glutaminsäure (E) in der 1. 
bzw. 6. AS-Postion des ep4 zusätzlich AS-Deletionen entdeckt. Die Deletionen umfassen die 
letzten fünf AS des ep6 und weitere 26 AS des PVX Hüllproteins. Auch in der Pflanze 3 des 
Infektionszeitraums VI fanden sich AS-Deletionen. Hier war nur noch die zweite AS des 
ursprünglichen  Doppelepitops  zu erkennen,  die restlichen AS waren mutiert  bzw. deletiert, 
ebenso wie 11 weitere AS des PVX-Hüllproteins (s. Abb. 31).  
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    1 2            3 4 5  13 14 15  29 30 31 
 PVX.CP   M S            P A S ... T T S ... S G L 
     BNYVV Epitop 4   
 PVXep4CP I 2 M S R T S P P G Q     P A S ... T T S ... S G L 
  II 1 M S G/S/R T S P P G Q     P A S ... T T S ... S G L 
   2 M S G/S/R T S P P G Q     P A S ... T T S ... S G L 
   3 M S G/S/R T S P P G Q     P A S ... T T S ... S G L 
  VI 1 M S R  T S P P E Q     P A S ... T T S ... S G L 
   2 M S S  T S P P G Q     P A S ... T T S ... S G L 
   3 M S S T S P P G Q     P A S ... T T S ... S G L 
     BNYVV Epitop 6  
 PVXep6CP I 2 M S S A N V R R D        P A S ... T T S ... S G L 
  VI 1a M S S A N V I R D        P A S ... T T S ... S G L 
   1b M S S A N V I R D        P A S ... T T S ... S G L 
   3a M S S A N V I R D        P A S ... T T S ... S G L 
   3b M S S A N V I R D        P A S ... T T ... S G L 
             BNYVV Epitop 4 + Epitop 6  
 PVXep4ep6CP I 1 M S R T S P P G Q S A N V R R D P A S ... T T S ... S G L
  II 1 M S S T S P P G Q S A D/N V R R D P A S ... T T S ... S G L
   2 M S R/S T S P P G Q S A D/N V R R D P A S ... T T S ... S G L
   3 M S S T S P P G Q S A N V R R D P A S ... T T S ... S G L
  VI 1ob M S S T S P P G Q S A I/N V R R D P A S ... T T S ... S G L
   1un M S R T S P P E Q S A - - - - -    -26AS   ... ... S G L
   2ob M S S T S P P G Q S A D V R R D P A S ... T T S ... S G L
   2un M S E T S P P G Q S A - - - - -    -26AS   ... ... S G L
   3 M S S T T - - - - - - - - - - - -10AS ... T T S ... S G L
S
 
Abb. 31: Abgeleitete AS-Sequenzen der rPVX RT-PCR Produkte (2.2.2, 2.2.3.1). Römische Ziffern 
bezeichnen den Infektionszeitraum, arabische Ziffern die Pflanzenbezeichnung bzw. die 
Nummerierung der AS in der Hüllproteinsequenz. Ob/un: Sequenzierung (2.2.9) der oberen/unteren 
Bande des CX3-CX4 PCR-Produkts (2.2.3.1). 
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gramme der 5´-terminalen Nukleotidsequenzen des PVX Hüllproteins (2.2.9). 
nz der Pflanze 1 des Infektionszeitraums II (12.01-25.01). B: PVXep4CP-Sequenz 
fektionszeitraums II. 
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Die abnehmende Nachweisbarkeit von BNYVV Epitopen im Western Blot (Abb. 29) steht 
also im Zusammenhang mit den gefundenen Mutationen und Deletionen (Abb. 31). 
Commandeur et al. (1994) zeigten, dass die drei Aminosäuren RTS der hier als Epitop 4 
bezeichneten Region (RTSPPGQ) für die Bindung des ep4-spezifischen mAk SCR86 
ausreichen. Ein Austausch des Arginins durch Alanin führt zu einer Reduktion der Reaktivität 
des mAk (Commandeur et al., 1994). So kann die reduzierte Detektierbarkeit des ep4 der 
ep4CP- und ep4ep6CP-Banden im Western Blot auf den Austausch von Arginin (R) durch Serin 
(S) zurückgeführt werden (Abb. 29 und Abb. 31). Dagegen bleibt der AS-Austausch beim 
PVXep6CP-Konstrukt des ersten Arginins (R) zu Isoleucin (I) in der als ep6 bezeichneten 
Region (SANVRRD) im Western Blot Nachweis mit mAk SCR84 unentdeckt, da die AS an 
dieser Position für die Bindung des Antikörpers keine wichtige Rolle spielt (Commandeur et 
al., 1994). Allerdings spielt der Asparagin-Rest (N) des Epitops eine wichtige Rolle bei der 
Bindung des mAk SCR84, denn Commandeur et al. (1994) konnten zeigen, dass der 
Austausch dieser AS durch Alanin in einem Reaktivitätsverlust resultiert. Die Mutation der 
dritten AS zu Asparaginsäure (D) hat sich bis zum Infektionszeitraum VI nur in einem Fall 
vollständig durchgesetzt (VI 2ob, Abb. 31), weshalb die entsprechende Hüllproteinbande mit 
dem mAk SCR84 nicht mehr detektiert werden konnte (Abb. 29). 
Da unabhängig voneinander auftretende Mutationen in den verschiedenen rekombinanten 
PVX-Genomen insbesondere zum AS-Austausch des basischen Arginin-Rests (R) führten, 
ist anzunehmen, dass diese AS in noch ungeklärter Weise die Partikelintegrität negativ 
beeinflusst und infolgedessen bevorzugt ausselektiert wird. Allerdings lag keine Mutation des 
Arginin-Rests (R) vor, wo durch Mutation die 6. AS des Epitops (G) durch einen Glutamin-
säure-Rest (E) ausgetauscht worden war. Es ist anzunehmen, dass dieser Austausch G → E 
den putativen negativen Effekt des Arginin-Rests durch Ladungsausgleich kompensieren 
kann. 
In diesem Zusammenhang ist auch interessant, dass im ep6 in allen Pflanzen des 
Infektionszeitraums VI das urprüngliche erste Arginin durch ein Isoleucin ausgetauscht 
wurde, wohingegen im ep4ep6 beide Arginine des ep6 erhalten geblieben sind. 
Da der Schwerpunkt dieser Untersuchung auf den rekombinanten Insertionsbereich des 
PVX-Hüllproteins gelegt wurde, können hier keine Aussagen über Mutationsraten außerhalb 
dieses Bereichs gemacht werden.  
 
3.3.5 Inaktivierung von PVX durch UV-Strahlung 
Die nicht-Infektiösität von PVX-Partikeln ist für die Verwendung als Standard in einem 
kommerziellen Kit wichtig, um die Verbreitung des Virus zu vermeiden. 
Es ist bekannt, dass das Genom von RNS-Viren unter Einwirkung von UV-Strahlen (320 nm) 
so weit geschädigt werden kann, dass die Partikel nicht mehr infektiös sind (Abe et al., 1981; 
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Nikogosyan et al., 1991). Bei einer UV-Bestrahlung sollte aber die Proteinhülle und damit die 
Präsentation der fremden Epitope möglichst nicht verändert werden. Da in den auf den PVX-
Partikeln präsentierten BNYVV-Epitopen zumindest keine gegenüber der Photo-Oxidation 
empfindlichen AS (M, C oder W) vorhanden sind, ist eine Schädigung dieser Bereiche nicht 
zu erwarten.   
Das Inaktivierungsminimum der PVX-Infektion sollte durch Verwendung unterschiedlicher 
UV-Stärken (25 mJ-800 mJ) festgestellt werden (Abb. 33). Schon eine UV-Bestrahlung der 
PVX-Präparationen mit einer Dosis von 50 mJ war ausreichend, um eine Infektion des 
Lokalläsionswirts Gomphrena globosa mit PVX fast vollständig zu verhindern (Abb. 33B+D). 
Die gleichen Ergebnisse wurden auch bei Verwendung einer höheren Konzentration an 
Virionen (10 µg/ml) erhalten (Daten nicht gezeigt). Nur in einem Fall wurde bei Bestrahlung 
mit 50 mJ noch eine PVX-Lokalläsion auf einem Blatt entdeckt. Dagegen wurden bei allen 
höheren UV-Dosen (100 mJ-800 mJ) keine Läsionen mehr festgestellt (Ergebnisse nicht 
dargestellt). 
Eine Inokulation mit 100 ng Virionen erzeugte unter den Versuchsbedingungen 100 Läsionen 
(Abb. 34C), die mit 1 µg etwa 1000 Läsionen (Daten nicht gezeigt). Wenn nach UV-
Bestrahlung mit 50 mJ noch ein Virion infektiös ist, ergibt sich daraus, dass theoretisch 0,1% 
der Virionen infektiös geblieben sind. Um abschließend mit Sicherheit sagen zu können, bei 
welcher Bestrahlung keine Infektion mehr auftritt (z.B. 0,01% Infektiösität), sind weitere 
Versuche nötig.  
 
 
A B 
C D 
 
Abb. 33: PVX-inokulierte Gomphrena globosa Blätter. A+B: Inokulation mit 100 µl/Blatt PVXwtCP 
Viruspräparation (Konzentration 1µg/ml PVX, 2.3.13.2). C+D: Inokulation mit PVXep4CP. A+C: PVX 
Aufreinigungen UV-unbehandelt. B+D: UV-Behandlung (Dosis 50 mJ) der PVXwtCP bzw. PVXep4CP 
Präparationen vor dem Abreiben der Blätter.  
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3.3.5.1 Auswirkung von UV-Bestrahlung auf die Epitop-Nachweisbarkeit 
Die Reaktivität der präsentierten Epitope ging im ELISA nach Bestrahlung mit UV-
Lichtintensitäten von 100-300 mJ, abhängig vom rekombinanten (r)-PVX, um 0-20% zurück 
(Ergebnisse nicht gezeigt). Dieser Reaktivitätsverlust ist für ein ELISA-Nachweisverfahren 
unwesentlich, sofern darauf geachtet wird, dass eine Reaktivitätsbestimmung der rPVX 
Kontrollen mit Epitop-spezifischen Antikörpern immer nach der Inaktivierung erfolgt.  
 
3.3.6 PVX-Partikel Präparation 
Während der Präparation von PVX-Partikeln (2.3.14) konnte nach der Saccharosegradienten 
Aufreinigung in den Fraktionen 1-12 das 28 kD große PVX-Hüllprotein nach SDS-PAGE auf 
den Coomassie-gefärbten PAA-Gelen nachgewiesen werden (Abb. 34). Daneben waren 
weitere Banden höherer Mobilität zu erkennen, bei denen es sich um Degradationen des 
Hüllproteins handelt, da diese mit einem spezifischen PVX pAk reagierten (Daten nicht 
gezeigt). Eine Degradation des Hüllproteins ist für anschließende Versuche unerwünscht, da 
mit Abspaltung des Hüllprotein N-Terminus auch die präsentierten BNYVV Epitope verloren 
gehen.  
Die Degradation des PVX-Hüllproteins sollte dadurch minimiert werden können, dass die 
PVX-Infektionsdauer der Pflanzen von vier- auf zwei- bis drei Wochen verkürzt wird. 
Außerdem sollte die Zugabe von Proteaseinhibitoren nach oder evt. auch schon während der 
Aufreinigung die proteolytische Abspaltung des N-Terminus reduzieren bzw. ganz verhindern 
können.  
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Abb. 34: SDS-PAA-Gele (2.3.6) der PVX Saccharosegradienten Aufreinigung (2.3.14). Die 
Aufreinigung der PVX-Partikel erfolgte nach 4-wöchiger Inkubation auf N. benthamiana (nähere 
Erläuterungen s. 3.3.6). Es wurden jeweils 10 µl der Fraktionen 1-14 (40%-15% (w/v) Saccharose, 
aufgetragen (2.3.14). A: PVXwtCP. B: PVXep4CP. C: PVXep6CP. D: PVXep4ep6CP (s.a. Abb. 23). M = 
prestained broad range marker, NEB. 
 
Die höchsten PVX-Ausbeuten wurden mit etwa 110 mg/kg Blattmaterial von den Konstrukten 
PVXwtCP und PVXep4ep6CP erreicht. Die Ausbeuten der PVXep4CP und PVXep6CP 
Konstrukte lagen dagegen mit 45 und 25 mg/kg Blattmaterial um 50 bzw. 80% niedriger.  
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Die Ausbeuten rekombinanter PVX-Partikel waren unterschiedlich hoch und die des 
PVXep4ep6CP lagen sogar geringfügig über den des wt PVX (Tab. 15). Generell könnte es 
sich um unsystematische Schwankungen handeln, die wahrscheinlich auf durch äußere 
Faktoren verursachte, differierende Infektionsgrade der eingesetzten Blätter zurückzuführen 
sind.  
 
Tab. 15: Ausbeuten gereinigter PVX-Partikel. Es wurden jeweils drei Blätter pro Pflanze mit 5-10 µg 
DNS/Blatt inokuliert. Die Ausbeuten wurden nach einmaliger Aufreinigung (2.3.14) 4-Wochen nach 
Inokulation (2.3.13.2) ermittelt.  
 
Konstrukt PVX Ausbeute 
PVXwtCP 110 mg/kg Blattmaterial 
PVXep4CP 47 mg/kg Blattmaterial 
PVXep6CP 25 mg/kg Blattmaterial 
PVXep4ep6CP 115 mg/kg Blattmaterial 
 
 
3.4 Präsentation von BNYVV und BSBV Epitopen auf TyA-VLPs 
Neben rPVX-Partikeln sollten auch rekombinante „virus-like particles“ (rVLPs) des Ty1-
Retrotransposons aus Hefe auf die Eignung als Präsentationssystem zur Herstellung 
synthetischer Antigene untersucht werden. 
Immunologische Untersuchungen haben gezeigt, dass der N-terminale Teil des TyA Proteins 
p1 auf der Oberfläche der VLPs präsentiert wird, während der C-terminale Teil innerhalb der 
Partikel liegt (Martin-Rendon et al., 1996b). Obwohl größere Proteine nach C-terminaler 
Fusion mit dem verkürzten TyA-Protein p1-381 an der Oberfläche der p1-381-VLPs liegen 
(Kingsman et al., 1995), könnten kurze Epitope unzugänglich im Innern der Partikel 
lokalisiert sein. Daher wurde in dieser Arbeit der Schwerpunkt auf N-terminale Epitop-
Fusionen mit dem verkürzten TyA-Protein p1-379 gelegt. Versuchsweise wurden jedoch 
auch zwei Konstrukte mit C-terminalen Epitop-Fusionen hergestellt. 
 
3.4.1 Auswahl der Epitope 
Für die Untersuchung des Ty-Präsentationssystems wurden die gleichen BNYVV Epitope 
verwendet, die auch für die PVX-Präsentation eingesetzt worden sind. Die Auswahlkriterien 
für diese Epitope sind unter 3.2.1 beschrieben. Daneben sollte das im „Peptide display“ unter 
3.2 selektierte BSBV Hüllprotein Epitop DPRY auf den VLPs präsentiert werden.  
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3.4.2 Klonierungsstrategie 
In Anlehnung an die für das PVX-Vektorsystem beschriebene Klonierungsstrategie (3.3.2) 
wurde zunächst der 5´-terminale Teil des TYA-Gens mittels verschiedener PCR-Primer von 
einem klonierten Ty-Genom (Boeke et al., 1985) amplifiziert.  
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Abb. 35: Klonierungsschema der Ty1-Konstrukte. Ziel der Klonierung war die Produktion von VLPs 
in E. coli und P. pastoris (nähere Erläuterungen s. 3.4.2). Die Funktionen der von den Genen TYA und 
TYB kodierten Proteine (CA, PR, IN, RT, RH) sind unter 1.5.2 näher beschrieben. Ep = Fremde 
BNYVV Epitop Sequenz; Topo = Topoisomerase; Primer wurden zur besseren Erkennung mit pr 
gekennzeichnet (z.B. prM13 = Primer M13, 2.1.9.3). 
 108 
3 Ergebnisse und Diskussion 
Die verwendeten 5´-Primer enthielten einen zum TYA-Gen nicht komplementären 5´-
terminalen Bereich mit einer MunI Schnittstelle und eine für das jeweilige BNYVV Epitop 
kodierende Region (Primersequenzen, 2.1.9.3).  Die 3´-Primer beinhalteten einen zum TYA-
Gen nicht komplementären Bereich am 3´-Ende mit einer NcoI Schnittstelle und 
gegebenenfalls zusätzlich eine für das jeweilige BNYVV Epitop kodierende Region (2.1.9.3). 
Nach PCR-Amplifizierung und Zwischenklonierung der amplifizierten Sequenzen in den 
pCR2.1 Vektor (2.2.1) wurden die Fragmente mittels MunI/NcoI Restriktion in die E. coli 
Expressionsvektoren pET21d oder pET22b kloniert (2.2.1; Abb. 35). Die Integrität der 
Sequenzen wurde nach Klonierung in den pCR2.1 Vektor durch Sequenzierung mit den 
Primern M13 und M13r überprüft (2.2.9). 
Für die Produktion der VLPs in P. pastoris wurden die entsprechenden Genfragmente mit 
den Restriktionsenzymen XbaI/NotI aus dem pET21d Vektor ausgeschnitten und in den 
AvrII/NotI geschnittenen P. pastoris Expressionsvektor pPIC3.5K ligiert (Abb. 35). 
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Abb. 36: Schematische Darstellung von p1- und p1-379-Proteinen. BB1, BB2/TYG5, TYG3, 
TYG2 =  Epitope des TyA p1 Proteins, dargestellt mit gelben Balken. P1-379 = verkürztes TyA p1 
Protein. Ep4 bzw. ep6 = BNYVV Hüllprotein Epitope 4 bzw. 6. His = His6-tag. DPRY = BSBV 
Hüllprotein Epitop.  
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3.4.3 Expression von TyA VLPs in E. coli 
Nach Transformation der verschiedenen pET-Genkonstrukte (Abb. 36) in den E. coli 
Expressionsstamm BL21DE3 (2.2.7.1) erfolgte eine Produktion der VLPs durch Induktion der 
Expression mit IPTG (2.2.10.3). Die Expressionsraten der Ty-Konstrukte vom 
cytoplasmatischen Expressionsvektor pET21d waren mit denen vom periplasmatischen 
Expressionsvektor pET22b vergleichbar (Daten nicht gezeigt). Für eine Aufreinigung der 
VLPs wurden diese 18-22 h in E. coli exprimiert, die Bakterienzellen aufgeschlossen 
(2.1.3.1) und nach Abzentrifugieren der Zelltrümmer der Überstand auf einen 
Saccharosegradienten aufgetragen (2.3.3.3). Bei Expression der Konstrukte vom pET22b 
Vektor, konnten nach der Zentrifugation in den Fraktionen des Saccharosegradienten nur 
sehr schwache Banden erkannt werden, die sich mehr oder weniger über alle Fraktionen 
hinzogen. Das lässt darauf schließen, dass keine oder nur sehr wenig VLPs im Periplasma 
vorliegen. Dagegen reicherten sich cytosolisch exprimerte VLPs in bestimmten Fraktionen 
des Saccharosegradienten an (s.a. 3.4.5, Abb. 38).  
Da identische Zellaufschlüsse nach peri- und cytoplasmatischer Expression durchgeführt 
worden sind, kann das Aufreinigungsverfahren für den Zerfall der Partikel nicht 
verantwortlich sein. Es ist anzunehmen, dass das oxidierende Milieu des Periplasmas eine 
negative Auswirkung auf den Zusammenlagerungsprozess der p1-379 Untereinheiten zu 
Partikeln hat. Ein Grund hierfür könnte z.B. die Bildung von zusätzlichen S-S Bindungen im 
p1-379-Protein (4 Cysteine) sein, die sich ungünstig auf den Zusammenlagerungsprozess 
auswirken. Da die VLP-Bildung im ursprünglichen Organismus S. cerevisiae im Cytoplasma 
erfolgt, ist anzunehmen, dass dieses Milieu die besten Bedingungen für eine Partikelbildung 
bietet. Die periplasmatische Expression wurde daher nicht weiter verfolgt. 
 
3.4.4 Expression in P. pastoris 
Nach Transformation von P. pastoris GS115 Zellen mit den pPIC3.5K-Konstrukten (Abb. 35, 
2.2.12.2) wurden gut exprimierende Einzelklone zunächst durch Überimpfen auf YPD-Agar 
Platten mit unterschiedlichen G418 Konzentrationen (0,25, 0,5 und 0,75 mg/ml) selektiert 
(2.2.13). Die Höhe der G418 Resistenz korreliert mit der Anzahl der Genkopien, und Zellen 
mit hoher G418-Resistenz zeigen auch höhere Expressionsraten (Scorer et al., 1994). 
Eine Expression im größeren Maßstab (2.2.14.2) erfolgte nach der Durchführung von 
„Miniexpressionen“ (2.2.14.1) verschiedener G418-resistenter Klone. 
 
3.4.4.1 Aufschluss der Hefezellen 
Hefezellen lassen sich generell aufgrund der dicken Zellwand nur schwer aufschließen. 
Herkömmliche Methoden, wie die mechanische Zerstörung der Zellen durch Vortexen unter 
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Zusatz von Glaskugeln oder die Verwendung von speziellen Hefezellaufschlusspuffern (Y-
PERS von Pierce), waren ineffizient. Erst durch wiederholte Schockgefrierung der Hefezellen 
in flüssigem Stickstoff und Mörsern des leicht angetauten Pellets zu einem feinem Pulver 
(2.3.2), konnte ein Großteil der Hefezellen aufgebrochen werden. Die Destruktion der Zellen 
konnte auch lichtmikroskopisch bestätigt werden (Ergebnisse nicht dargestellt).  
 
3.4.5 Aufreinigung der VLPs durch Saccharosegradienten-Zentrifugation 
Nach Abtrennung der Bakterien- bzw. Hefezelltrümmer (3.4.3 bzw. 3.4.4) wurden die klaren 
Zellextrakte auf einen 15-45% (w/v) Saccharosegradienten aufgetragen und zentrifugiert 
(2.3.3.3). Je dichter die Partikel sind, umso höher ist die Saccharosekonzentration, bei der 
sich die VLPs ansammeln. Hüllproteinmonomere sollten auf dem Saccharosegradienten 
verbleiben und Strukturen mit der höchsten Dichte sich am Boden des Gradienten sammeln 
(Bhella, 1998).  
Bei einem Vergleich der in E. coli und der in P. pastoris produzierten VLPs fällt eine leichte 
Verschiebung des VLP Peaks im Saccharosegradienten auf. Die in E. coli exprimierten VLPs 
sammeln sich überwiegend bei einer Saccharosekonzentration von 26-30% (w/v) 
Saccharose an, wohingegen die in P. pastoris produzierten VLPs vorwiegend bei einer 
Saccharosekonzentration von 22,5-26% (w/v) vorzufinden sind (Abb. 38). Allerdings muss 
hinzugefügt werden, dass die uniforme Fraktionierung der Gradienten schwierig ist und sich 
die Saccharosekonzentrationen gleicher Fraktionen teilweise leicht unterscheiden können. 
Dennoch dürften die erhaltenen Daten ausreichen, um als Indiz für die unterschiedliche 
Dichte der aus E. coli bzw. P. pastoris isolierten Partikel zu fungieren. Ein Grund für diese 
Peak-Verschiebung könnten zusätzliche co- oder post-translationale Modifikationen wie z.B. 
die N-Azetylierung (s. 4.3) der in P. pastoris produzierten VLPs sein.  
Auffallend ist, dass VLPs teilweise über alle Fraktionen des Gradienten verteilt waren (Abb. 
38). Ein Grund hierfür könnte eine Protein-Überladung gewesen sein, die möglicherweise in 
einer Diffusion von VLPs aus gesättigten Fraktionen des Gradienten resultierte (Abb. 38, p1-
379). Dieses Diffusionsproblem konnte durch eine geringere Konzentration an p1-379 
minimiert werden (Daten nicht gezeigt). Allerdings könnten auch Partikel-Fragmente bzw. p1-
379-Aggregate produziert worden sein, die dazu führten, dass eine große Spannweite an 
VLPs, die sich in Größe und Struktur unterschieden, produziert wurde.  
Sowohl nach Expression in E. coli, als auch nach Expression in P. pastoris, konnten nach  
der Saccharosegradientenaufreinigung bei den ep4p1-379-Konstrukten - im Gegensatz zu 
allen anderen Konstrukten - keine oder nur sehr schwache Banden im Western Blot 
nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse sind ein erster Hinweis darauf, dass, im Gegensatz 
zur C-terminalen Insertion, die N-terminale Insertion des BNYVV Epitops 4 im p1-379-Protein  
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Abb. 37: SDS-PAA-Gel Analyse der Saccharosegradienten-Profile von exprimiertem Ty-p1-379. 
A: Cytoplasmatische VLP-Expression in E. coli BL21DE3 (vom pET21d Vektor, (2.2.10.3). B: 
Cytoplasmatische VLP-Expression in P. pastoris GS115 (vom pPIC3.5K Vektor, 2.2.14.2). 7 µl der 
1,5 ml Saccharosegradienten-Fraktionen (2.3.3.3) 4-16 wurden auf 12%igen SDS-PAA Gelen getrennt 
(2.3.6.1) und durch Coomassie Brilliant-Blau Färbung (2.3.6.2) visualisiert. M = prestained broad 
range Marker, NEB; C = aufgeklarte Zellextrakte vor dem Laden des Saccharosegradienten. → 
Kennzeichnet die Laufhöhe des p1-379 Proteins. 
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die Partikelbildung stark beeinträchtigt. Diese Ergebnisse konnten durch EM-Studien 
bestätigt werden (3.4.8).  
In Tab. 16 sind die Ausbeuten der E. coli und P. pastoris VLP-Expressionen einiger p1-379-
Konstrukte vergleichend gegenübergestellt. Die Proteinkonzentrationen der vereinigten 
Saccharosegradientenfraktionen (2.3.3.3) wurden anhand einer RSA Standardreihe mit 
einem Proteinkonzentration-Bestimmungs-Kit (Pierce) ermittelt (2.3.4). In den SDS-Gelen 
wurden neben den erwarteten Ty-Banden (→, s. Abb. 37) weitere Banden unbekannter 
Herkunft beobachtet, die ca. 20% der Gesamtproteinkonzentration ausmachten. Daher 
liegen die tatsächlichen Ausbeuten an VLPs im Durchschnitt etwa 20% unterhalb den in 
Tab. 16 dargestellten.   
 
Tab. 16: VLP Ausbeuten in mg/l Kulturvolumen nach Expression in E. coli oder P. pastoris. Die 
Ausbeuten wurden nach einmaliger Aufreinigung der VLPs bestimmt. 
 
Konstrukt E. coli P. pastoris 
p1-379 19,5 mg/l 65 mg/l 
ep4p1-379 n.d. n.d. 
ep6p1-379 18,2 mg/l 40 mg/l 
ep4ep6p1-379 8,5 mg/l 41 mg/l 
ep6p1-379 ep4 17,5 mg/l 47 mg/l 
p1-379 ep4 20 mg/l 37 mg/l 
 
Post-translationale Modifikationen, der p1-379 Proteine in P. pastoris könnten dafür 
verantwortlich sein, dass das Verhältnis der p1-379 VLP-Ausbeuten von E. coli und P. 
pastoris in Tab. 16 (1:3) nicht mit dem aus Abb. 37 ersichtlichen (~10:1), übereinstimmt. Die 
in Frage kommende Glykosylierung, konnte jedoch als Grund für die schlechte Coomassie 
Brilliant-Blau Anfärbung der in P. pastoris produzierten Ty-p1-379 Proteine im SDS Gel 
ausgeschlossen werden (s. 3.4.7).  
 
3.4.6 Expression weiterer Ty-p1-379-Konstrukte in E. coli 
Da sich weitere Proteinaggregate unbekannten Ursprungs bei gleicher Dichte wie die VLPs 
ansammelten, war eine vollständige Aufreinigung der VLPs über einen 
Saccharosegradienten nicht möglich (s. Abb. 38). Eine IMAC Aufreinigung von VLPs mit 
His6-tag könnte eine Alternative zu der Saccharosegradienten Aufreinigung darstellen. 
Hierfür wurden die folgenden p1-379 His6-tag Fusionsprotein-Konstrukte in E. coli 
hergestellt: pET21d.ep6hisp1-379 und pET21d.1-379his (s.a. Abb. 35 und 36). Bei dem ersten 
Konstrukt, in dem der His6-tag dem BNYVV ep6 unmittelbar folgt, wurde zwar das 
ep6hisp1-379 Protein exprimiert, es wurde aber weder der His6-tag noch das ep6 im Western 
113 
3 Ergebnisse und Diskussion 
Blot detektiert (Ergebnisse nicht gezeigt). Dagegen konnte der His6-tag bei Produktion des 
pET21d.p1-379his-Konstrukts im Western Blot detektiert werden. Allerdings wurde 
offensichtlich durch den C-terminal fusionierten His6-tag die Produktion von Ty-Partikeln 
verhindert. Im Saccharosegradienten waren nur sehr schwache Banden zu erkennen 
(Ergebnisse nicht dargestellt). Infolgedessen eignet sich die Expression von His6-tag p1-379-
Fusionsproteinen nicht zur Optimierung und Vereinfachung des Aufreinigungsverfahren von 
VLPs.  
 
Zur Produktion eines BSBV Standardantigens, sollte das im „Peptide display“ (3.2) isolierte 
BSBV Hüllprotein Epitop LDPRY auf VLPs präsentiert werden. Da sich in der p1-379 AS-
Sequenz unmittelbar vor der N-terminalen Epitop-Insertionsstelle ein Leucin (L) befindet, 
wurden nur die vier zusätzlichen AS DPRY in die p1-379 Sequenz eingefügt (s. Abb. 35 und 
36). 
Das exprimierte DPRYp1-379 Protein konnte im Western Blot mit dem TyA-spezifischen mAk 
BB2 sowie mit dem BSBV spezifischen pAk 913 nachgewiesen werden (Abb. 39). Nach 
Saccharosegradientenzentrifugation (2.3.3.3) konnte eine Ansammlung von Partikeln in den 
Fraktionen der Konzentrationen von 21-25% beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Die 
Antikörper-Reaktivität der Partikel im ELISA wurde in 3.4.8 untersucht. 
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3.4.7 Glykosylierung 
Da die Expression durch den pPIC3.5 Vektor im Cytoplasma der Hefezellen erfolgt, sollte 
keine Glykosylierung der Ty-p1-379 Proteine vorliegen. Das aus Jack bean isolierte Lectin 
Concanvalin A (ConA) bindet spezifisch an α-D-Mannose und α-D-Glukose-Reste. Ein mit 
ConABiotin und StreptavidinAP entwickelter Western Blot bestätigte die Vermutung, dass die 
VLPs nicht glykosyliert sind (Abb. 40). Zwar wurden in P. pastoris im Gegensatz zu E. coli 
Banden im ConA Blot angefärbt, jedoch keine, die der Ty-p1-379 Größe entsprachen (Abb. 
40). 
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Abb. 40: Western Blot Analyse 
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 als Standard zu testen, wurden Mikrotiter-Platten zunächst 
 beschichtet (2.3.11.3). Anschließend konnten die VLPs mit 
 TyA-Protein sowie mit spezifischen mAk gegen die 
zw. das BSBV Epitop detektiert werden. Es war allerdings 
tzustellen, ob die BNYVV Epitope an der Oberfläche der 
eeignete AP-konjugierte mAk nicht zur Verfügung standen. 
die Mikrotiter-Platten unter basischem pH 9,6 kann es zu 
die Untereinheiten kommen. Dies führt dazu, dass auch 
artikel verborgene Epitope zugänglich werden. Daher ist die 
nierten ep4 in einem solchen ELISA kein Beweis für die 
f der Oberfläche der Partikel. Erst EM Studien konnten 
der Oberfläche präsentierten Epitope geben (3.4.10).  
slimits bei Verwendung der TyA Epitop-spezifischen (BB2) 
V Epitop-spezifischen Antikörper (mAk SCR84, mAk SCR86 
115 
3 Ergebnisse und Diskussion 
und pAk 913) sind in Tab. 17 zusammenfassend dargestellt. Absorptionswerte (bei 405 nm) 
wurden dann als positiv angesehen, wenn sie mindestens doppelt so hoch wie die negative 
Pufferkontrolle ausfielen. Bei den ermittelten Werten handelt es sich nur um ungefähre 
Werte, da die Konzentration der p1-379-Proteine durch Verunreinigung der vereinigten 
Fraktionen mit anderen Proteinen nicht eindeutig bestimmt werden konnte (s. 3.4.5). 
 
Tab. 17: Detektionslimits unterschiedlicher Expressionskonstrukte. Die angegebenen 
Detektionslimits sind Durchschnittswerte von mind. zwei unabhängigen Messungen im direkten ELISA 
(2.3.11.3). Die Standardabweichung ist in Klammern angegeben. 
 
  Detektionslimit in ng/ml 
Expression in Konstrukt mAk BB2 mAk SCR86 mAk SCR84 
 pET21d.p1-379 3,6 (1,3) - - 
 pET21d.ep4p1-379 n.d. n.d. n.d. 
E. coli pET21d. ep6p1-379 33 (4) - 5,5 (0,5) 
BL21DE3 pET21d. ep4ep6p1-379 n.d. n.d. n.d. 
 pET21d.ep6p1-379ep4 40 (10) 5,6 (1,9) 5 (1,1)  
 pET21d.p1-379ep4 29 (14) 4,2 (0,4) - 
 pPIC3,5K.p1-379 38,3 (15,4) - - 
 pPIC3,5K.ep4p1-379 n.d. n.d. n.d. 
P. pastoris pPIC3,5K.ep6p1-379 n.d. n.d. n.d. 
G115 pPIC3,5K.ep4ep6p1-379 20 (9,4) 32,5  13 (0,4)  
 pPIC3,5K.ep6p1-379ep4 26 (11,2) 27  24 (6) 
 pPIC3,5K.p1-379ep4 68 (38,3) 46  - 
 BNYVV Rg175 n.d. 15 (2) 250 (6) 
     
 Konstrukt mAk BB2 pAk 913  
E. coli BL21DE3 pET21d.DPRYp1-379 9,4 (2) 7,5 (1)  
 
Die mAk BB2 Nachweisgrenze der in E. coli produzierten p1-379 VLPs liegt mit ~4 ng um 
das achtfache niedriger als die der Hybrid-VLPs. Die VLPs sollten beim angewendeten, 
direkten ELISA durch den basischen pH-Wert des Beschichtungspuffers in ihre 
Untereinheiten zerfallen. Obwohl das BB2- und das Fremd-Epitop in der primären Sequenz 
20 AS auseinander liegen, könnten sie in der tertiären p1-379 Proteinstruktur so nahe 
beieinander liegen, dass eine gegenseitige Beeinflussung nicht ausgeschlossen ist. Die AS 
der zusätzlichen BNYVV Epitope könnten sich auch negativ auf eine Bindung des mAk BB2 
auswirken, das BB2 Epitop könnte teilweise verdeckt oder durch die zusätzlichen N-
terminalen AS in einer ungünstigeren, veränderten Konformation auf der Oberfläche des 
Proteins präsentiert werden. Die Nachweisgrenze der in P. pastoris produzierten Partikel 
aller Konstrukte mit dem mAk BB2 variiert zwischen 20 und 70 ng. Diese große Spannbreite 
der Nachweisgrenze der p1-379 Partikel aus P. pastoris gegenüber der aus E. coli könnte 
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auf co- oder post-translationale Modifikationen wie, z.B. eine N-Azetylierung (s. 4.3) der in 
Hefe produzierten Proteine zurückzuführen sein. Ein am N-Terminus lokalisierter Azetylrest, 
könnte die Erreichbarkeit N-terminaler Epitope für Antikörper verschlechtern.   
 
3.4.9  VLP Stabilitätsuntersuchungen 
Eine generell gut geeignete Konservierungsmethode für die langfristige Lagerung von 
Proteinen ist die Lyophylisierung. Allerdings besteht bei der Lyophylisierung von Virus-
Partikeln die Gefahr, dass es zu einem Zerfall instabiler Partikel kommt. Eben dieses 
Phänomen konnte hier nach Lyophylisierung und Wiederaufnahme der VLPs in H2O durch 
EM-Untersuchung beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Es wurde eine Zerfallsrate von 
über 90% der VLPs beobachtet.  
Nach Zugabe eines Proteaseinhibitormix („complete“, Roche) waren die VLPs jedoch in 
TEN-Puffer mit Saccharose (~15% (w/v)) und auch ohne Saccharose (TEN-Puffer dialysiert) 
nach 4-monatiger Aufbewahrung bei 4°C unverändert reaktiv.  
 
3.4.10 Elektronenmikroskopische Untersuchungen 
Die EM Untersuchungen sollten zum einen Information über die Partikelmorphologie der in 
E. coli und in P. pastoris produzierten VLPs geben, als auch einen Hinweis auf die 
Oberflächenlokalisation der verschiedenen BNYVV Epitope. Außerdem sollte bestätigt 
werden, dass Virus-ähnliche Partikel (VLPs) und nicht nur unspezifische Aggregate gebildet 
werden.  
Adsorptionspräparate, der in E. coli cytoplasmatisch exprimierten p1-379 VLPs, wurden 
hergestellt und durch 1% (w/v) Uranylacetat (UAc) negativ kontrastiert (2.4.2). Die EM 
Studien bewiesen, dass sich p1-379 Hüllproteinuntereinheiten zu Partikeln zusammenlagern, 
die in ihrer Morphologie mit den aus S. cerevisiae isolierten, natürlichen p1/p2 Ty-VLPs 
übereinstimmen (Abb. 41). Der Durchmesser der Partikel variierte von 25 bis 50 nm.  
 
 
 
Abb. 41: EM Aufnahme von E. coli exprimierten p1-379 VLPs. Die negativ-Kontrastierung erfolgte 
mit 1% (w/v) UAc (2.4.2). VLPs wurden cytoplasmatisch in E. coli BL21DE3 produziert (2.2.10.2) und 
durch Saccharosegradienten-Ultrazentrifugation aufgereinigt (2.3.3.3). Links: Übersicht mit mehreren 
VLPs, Balken = 100 nm. Rechts: Vergrößerung und Größenvergleich einzelner VLPs, Balken = 50 nm.  
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3.4.10.1 Immunogoldmarkierung 
Die Immunogoldmarkierung sollte weitere Details über eine Oberflächenlokalisation der 
BNYVV Epitope auf den VLPs zeigen.  
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Abb. 42: Immunogoldmarkierung von UAc negativ kontrastierten p1-379 VLPs (2.4.4). VLPs 
wurden in E. coli exprimiert (2.2.10.2) und über Saccharosegradienten aufgereinigt (2.3.3.3). A+F+G: 
p1-379 VLPs. B: p1-379ep4 VLPs. C+D+E: ep4ep6p1-379 VLPs. A+B+C: Detektion mit mAk BB2 (1:10 
verdünnt) und GAM-5 nm Goldkonjugat (1:50 verdünnt). D+F: Detektion mit BNYVV ep4-spezifischem 
mAk SCR86 (1:5 verdünnt) und GAM-5 nm Goldkonjugat (s.o.). E+G: Detektion mit BNYVV ep6-
spezifischem mAk SCR84 (1:10 verdünnt) und GAM-5 nm Goldkonjugat (s.o.). c+d+e: Vergrößerung 
individueller Partikel aus C, D bzw. E. Balken = 100 bzw. 50 nm für einzeln dargestellte VLPs.  
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Die Abbildungen 42C-E bestätigen, dass selbst nach N-terminaler Fusion von 14 
zusätzlichen AS, VLPs gebildet werden, die in der Morphologie weitgehend mit den p1-379 
Partikeln (Abb. 42A) übereinstimmen. Eine mögliche Beeinflussung der Länge des 
Insertionspeptids auf die Partikelgröße wurde nicht näher untersucht.  
Da sich sehr oft relativ viele Goldpartikel im Hintergrund fanden, war die 
Immunogoldmarkierung der VLPs nicht so eindeutig wie die der PVX-Partikel (Abb. 25). Die 
relativ hohe Konzentration an Goldpartikeln im Hintergrund wurde wahrscheinlich dadurch 
hervorgerufen, dass sich neben den VLPs auch einige freie Ty-p1-379 Untereinheiten bzw. 
kleinere Aggregate in den VLP-Präparationen befanden. Binden freie Untereinheiten an den 
Objektträgerfilm, dann werden diese aufgrund ihrer geringen Größe in der EM-Aufnahme 
nicht erkannt, können aber genauso wie die Partikel durch TyA bzw. fremd-Epitop 
spezifischen primären- und Gold-markierten sekundären-AK detektiert werden.     
 
Wurde der TyA-spezifische mAk BB2 als primärer Antikörper verwendet, dann wurde auf 
allen analysierten Partikeln eine Dekorierung mit 5 nm Goldkörnern beobachtet (Abb. 42A-D 
und nicht gezeigte Daten). Dagegen konnten die BNYVV Epitope 4 und 6 nur auf den 
ep4ep6p1-379-Partikeln durch Goldmarkierung nachgewiesen werden (Abb. 42E-F), nicht 
aber, wenn sie als Einzelepitope 4 bzw. 6 auf ep4p1-379- bzw. ep6p1-379-Partikeln exprimiert 
wurden (Ergebnisse nicht dargestellt).  
Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die 7 AS langen Einzelepitope, obwohl sie an eine 
auf den Partikeln präsentierte Region fusioniert worden sind (Brookman et al., 1995b), doch 
nicht zugänglich sind. Mögliche Ursachen für diese Unzugänglichkeit von 7 AS langen 
Einzelepitopen im Gegensatz zur Nachweisbarkeit von zwei  Epitopen, die als Doppelepitop 
von 14 AS an Ty-p1-379 Proteine fusioniert wurden, werden in der Abschlussdiskussion 
ausführlich erörtert (s. 4.3).  
 
3.4.10.2 Partikelvergleich 
Die Morphologie der in E. coli und P. pastoris produzierten VLPs sollte in EM-Studien 
verglichen werden. Die aus E. coli oder P. pastoris isolierten VLPs haben bei gleicher 
Fixierungsmethode ein übereinstimmendes Erscheinungsbild (Abb. 43). Bei Betrachtung der 
mit AM fixierten VLPs fallen Unregelmäßigkeiten am Außenrand der Partikel auf. Diese 
werden wahrscheinlich durch sogenannte Spikes hervorgerufen, die aus der Haupthülle des 
Partikels herausragen. Solche Spikes wurden durch Cryo-EM Studien zuerst an Ty-p1-381- 
und Ty-p1-407-Partikeln durch Palmer et al. (1997) und Bhella (1998) entdeckt.     
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Abb. 43: EM-Aufnahme von p1-379 VLPs (2.4.2). Die VLPs wurden vom pET21d.ep6p1-379 
Konstrukt in E. coli BL21DE3 (A+C) bzw. vom pPIC3,5K.ep4ep6p1-379 Konstrukt in P. pastoris GS115 
(B+D) produziert (2.2.10.2, 2.2.14.2). A+B: Negativ Kontrastierung mit Ammoniummolybdat. C+D: 
Negativ Kontrastierung mit 1% (w/v) UAc. a+b+c+d: Vergrößerung individueller Partikel aus A, B, C, 
bzw. D. Balken = 100 bzw. 50 nm bei den in der Mitte dargestellten Einzelvergrößerungen der VLPs.  
 
 
EM-Aufnahmen von Ammoniummolybdat-Kontrastierungen gelangen bisher ausschließlich 
von den in Abb. 43 dargestellten Konstrukten, weshalb hier zwei unterschiedliche Konstrukte 
von in E. coli und P. pastoris produzierten VLPs gegenübergestellt wurden. Wie aber schon 
aus Abb. 42 hervorgeht, konnten durch EM-Studien keine morphologischen Unterschiede 
der verschiedenen in E. coli produzierten VLPs und rVLPs festgestellt werden, so dass sich 
diese unterschiedlichen Konstrukte (Abb. 43) zum Vergleich der in E. coli und P. pastoris 
produzierten Partikel eignen. 
Ein Vergleich identischer VLPs wäre allerdings dann wichtig, wenn ein Größenunterschied 
zwischen den in E. coli und P. pastoris produzierten VLPs festgestellt werden soll, da die 
Länge inserierter Peptide einen Einfluss auf die Größe der Partikel ausüben könnte (s.a. 
3.4.10.1). Die Vermutung liegt nahe, dass die Größe von in E. coli und P. pastoris 
produzierten Ty-VLPs durch mögliche co- oder post-translationale Modifikationen in P. 
pastoris variiert (s.a. 4.3).  
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4 Abschlussdiskussion  
4.1 ScFvs zur Detektion von BNYVV in Zuckerrüben 
Die aus zwei naïven „Phage-display“ Bibliotheken isolierten BNYVV-spezifischen scFvs 
VE91 und SR19 zeigten als Fusion mit der IgG kappa-leichte Kette (CL)- bzw. der alkalischen 
Phosphatase (AP/S) im vollständig rekombinanten (vr)-ELISA Reaktivitäten, die denen im 
konventionellen ELISA verwendeten, polyklonalen und monoklonalen Ak entsprachen. In 
Biacore Bindungsstudien konnte gezeigt werden, dass diese scFvs im Vergleich zu diversen 
BNYVV-spezifischen mAk und pAk ein besseres Detektionsvermögen gegen eine BNYVV-
Präparation mit fehlendem C-Terminus des Hüllproteins besaßen. 
 
BNYVV-spezifische scFvs, die von einem mAk abgeleitet wurden (mAk 14CG6, 
Commandeur et al., 1994; Fecker et al., 1996), sind bereits in der Literatur beschrieben 
worden (Fecker et al., 1996; Griep et al., 1999b; Kerschbaumer et al., 1997). Anfängliche 
Experimente mit diesem scFv zielten auf die Untersuchung einer Antikörper-vermittelten 
Resistenz gegenüber BNYVV ab, weshalb insbesondere die Expression des scFvs in 
Pflanzen im Vordergrund stand (Fecker et al., 1996; Fecker et al., 1997). Später konnten 
Kerschbaumer et al. (1997) demonstrieren, dass in E. coli exprimierte ZIP1- und AP/S-
Fusionsproteine dieses scFvs auch im vr-ELISA als Beschichtungs- und 
Nachweisreagenzien zur Diagnose von BNYVV-Infektionen eingesetzt werden können. 
Diese scFv-Fusionsproteine hatten jedoch zwei wesentliche Nachteile. Der parentale mAk 
erkennt das C-terminale Epitop 4 des BNYVV-Hüllproteins. Dieses Epitop wird durch 
Proteasen leicht abgespalten, z.B. in Zuckerrüben, die für eine längere Zeit gelagert wurden 
(Koenig et al., 1990). Dadurch kann es zu falsch negativen Testergebnissen kommen. 
Zusätzlich wird die Bindung des scFv-ZIP1-Fusionsproteins durch hohe Konzentrationen an 
noch unbekannten Inhaltsstoffen der Zuckerrübe gehemmt (Uhde et al., 2000).  
Diese beiden Nachteile konnten in der vorliegenden Arbeit zum einen durch die Selektion 
von scFvs aus „Phage display“-Bibliotheken gegen Protease-stabile Epitope des BNYVV-
Hüllproteins und zum anderen durch die Herstellung von scFv-CL-Fusionsproteinen als 
Beschichtungsreagenzien vermieden werden. 
 
In dieser Dissertation wurden für die scFv-Selektion naïve Bibliotheken verwendet, die mit 
6,7x109 (Sheets et al., 1998) und 1,4x1010 verschiedenen Phagen (Vaughan et al., 1996) 
große Diversitäten besitzen. Somit gehören diese Bibliotheken zur Zeit mit der HuCAL®-
scFv-Bibliothek von MorphoSys (Diversität = 2x109, Krebs et al., 2001) und der Sblattero-
Bibliothek (Diversität = 3x1011, Sblattero & Bradbury, 2000) zu den diversesten, naïven scFv-
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Bibliotheken (Burton, 2001; Holt et al., 2000). Die Verwendung einer Bibliothek mit großer 
Diversität ist von Vorteil, da die Selektion hoch-affiner scFvs durch die Diversitätsgröße der 
verwendeten scFv-Bibliotheken limitiert wird (Vaughan et al., 1996). Dies könnte auch 
erklären, warum aus der semi-synthetischen Nissim-Bibliothek, die eine Diversität von 1x108 
Phagen besitzt (Nissim et al., 1994), in dieser Dissertation vorangegangenen Arbeiten keine 
BNYVV-spezifischen scFvs gewonnen werden konnten (R. Koenig, BBA, Braunschweig, 
persönliche Mitteilung). Allerdings konnten Griep et al. (1999) aus der Nissim-Bibliothek 
mittels „Phage display“ sechs unterschiedliche BNYVV-spezifische scFvs isolieren, deren 
Reaktivität aber nicht mit der existierender BNYVV-spezifischer Antikörper verglichen wurden 
und zu deren Affinität keinerlei Angaben gemacht wurden. Auch Harper et al. (1997) und 
Ziegler et al. (1995) verwendeten die Nissim-Bibliothek und konnten PLRV-spezifische bzw. 
CMV-spezifische scFvs isolieren, die jedoch im Vergleich zu herkömmlich verwendeten 
Antikörpern jeweils schlechtere Reaktivitäten aufwiesen. Später nutzten Harper et al. (1999) 
neben der Nissim- auch die in dieser Dissertation verwendete Vaughan-Bibliothek (Vaughan 
et al., 1996), um PLRV-spezifische scFvs zu gewinnen und isolierten reaktive scFvs 
vorwiegend aus der letzteren Bibliothek.  
 
Die Selektionsbedingungen des „Pannings“ der Bibliotheken waren in dieser Arbeit durch die 
Verwendung von monovalenten Phagen und steigender Anzahl an Waschschritten (Bass et 
al., 1990) sowie durch geringe Antigen-Beschichtungsdichte (Clackson et al., 1991) auf die 
Isolierung von scFvs mit langsamer Dissoziationskinetik und hoher Affinität ausgelegt. 
Generell ist die Elution von scFv-Phagen mit sehr hohen Affinitäten (KA >1010 M-1) durch die 
damit verbundenen sehr niedrigen Dissoziationsraten der Komplexe äußerst schwer. Durch 
die hier angewendete alkalische Elution (TEA, pH 12) werden auch höher affine scFv-
Phagen eluiert, es kann aber nicht ausgeschlossen werden, dass extrem gute Binder unter 
diesen Bedingungen nicht dissoziieren (Lowman et al., 1991; Roberts et al., 1992). Dagegen 
bewirkt die hier ebenfalls angewendete Elution mit Trypsin unabhängig von der Affinität des 
scFvs eine vollständige Abspaltung der Phagen (Engberg et al., 1996). Bei beiden 
Elutionsbedingungen bleiben die Phagen infektiös (Winter et al., 1994). 
Der Grund für die Isolation der BNYVV-spezifischen scFvs mit mittleren Affinitäten von 
20-40 nM kann mehrere Ursachen haben. So könnten die Selektionsbedingungen für die 
Isolation hochaffiner BNYVV-spezifischer scFvs noch nicht ausreichend stringent gewesen 
sein. Die Stringenz könnte dadurch noch weiter erhöht werden, dass eine geringere 
Viruskonzentration (im ng- statt µg-Bereich) zum Beschichten der Immunotubes verwendet 
wird und die Inkubationszeit der Antigen (BNYVV)-beschichteten Immunotubes mit Phagen 
sowie die Inkubationszeit der einzelnen Waschritte verlängert wird. Dadurch wird die 
Selektion von scFvs, die eine sehr niedrige Dissoziationsrate besitzen, begünstigt. Es könnte 
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allerdings auch sein, dass BNYVV-bindende scFvs mit einer Affinität im nanomolaren-
Bereich in den Bibliotheken überhaupt nicht vorhanden gewesen sind und dass eine 
Optimierung der Selektionsbedingungen infolgedessen nicht zur Isolation höher affiner scFvs 
führen würde. 
 
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Herstellung von rekombinanten Antikörpern 
(rAk) unter Verwendung von „Phage display“-Bibliotheken eine geeignete Alternative zur 
Gewinnung von spezifischen Antikörpern sein kann, deren Vorteil insbesondere in der 
Vermeidung von Immunisierungen und somit Tierversuchen liegt. Dadurch können z.B. auch 
toxische Antigene zur Selektion eingesetzt werden, die ein zu immunisierendes Tier u.U. 
töten würden noch bevor eine Immunantwort ausgelöst wird. Zudem können durch die 
„Phage display“-Technologie speziell Probleme überwunden werden, die bei schwachen 
Immunogenen auftreten, da die Stimulierung des Immunsystems keine Rolle spielt. Dieser 
Vorteil des „Phage displays“ wurde in Verbindung mit Pflanzenviren schon erfolgreich 
genutzt. So wurden mit Hilfe des „Phage displays“ scFvs erhalten, die gegen das Black 
currant reversion associated virus (BRAV) gerichtet sind, das nur schwach immunogen ist 
(Susi et al., 1998), weshalb zuvor erhaltene pAk im ELISA nicht zuverlässig für den 
Nachweis von BRAV eingesetzt werden konnten (Lemmetty et al., 1997). 
Rekombinante Antikörper bieten einige weitere Vorteile gegenüber herkömmlich 
verwendeten mono- und polyklonalen Antikörpern: 
Polyklonale Antikörper werden aus dem Serum oder den Eiern immunisierter Tiere (meist 
von Kaninchen, Schafen oder Hühnern) gewonnen. Da nur eine begrenzte Menge an 
polyklonalen Antikörpern aus einer Immunisierung erhalten werden kann und sich 
polyklonale Seren aufgrund unterschiedlicher Immunantworten deutlich voneinander 
unterscheiden, variiert die Qualität und Reproduzierbarkeit der auf polyklonalen Antikörpern 
beruhenden Assays (Virusspezifität, Detektionslimits) teilweise sehr stark. Dies kann in 
unterschiedlichen Testeinrichtungen zu Unter- oder Überschätzungen des Infektionsgrads 
einer Pflanze führen. Dagegen stellen Hybridomazelllinien eine konstante Produktionsquelle 
dar und können große Mengen eines spezifischen, gut charakterisierten mAk mit 
reproduzierbarer Qualität erzeugen (Torrance, 1995). Allerdings kann die Produktion 
monoklonaler Antikörper ein zeitaufwendiger und auch ineffizienter Prozess sein und 
resultiert manchmal in nur wenigen akzeptablen Hybridoma Zelllinien. Zudem ist die 
Zellkulturtechnik und die Lagerung der Zelllinien in flüssigem Stickstoff teuer und in manchen 
Ländern durch die fehlende Ausstattung und Versorgung unmöglich. Des Weiteren besteht 
das Risiko, dass mAk-produzierende Hybridomaklone während der Lagerung absterben oder 
ihre Fähigkeit Antikörper zu produzieren, verlieren.  
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RAk wie der scFv haben die gleiche Spezifität wie monoklonale Antikörper. Oftmals 
erreichen aber von mAk abgeleitete scFvs nicht die Affinität des parentalen mAks, 
insbesondere wenn sie keine „Diabodies“ bilden und somit im Gegensatz zum bivalenten 
mAk monovalent sind. Potentiell haben scFvs jedoch den Vorteil, durch mikrobielle 
Fermentation oder durch Expression in Pflanzen in großen Mengen billig produziert werden 
zu können (Horn et al., 1996; Marty et al., 2001; Vaquero et al., 1999). Nach Isolierung von 
geeigneten scFvs aus „Phage display“-Bibliotheken ist die Verfügbarkeit der 
korrespondierenden scFv-Gene ebenfalls von großem Vorteil, denn so ist eine einfache 
genetische Manipulation möglich, und es können z.B. Fusionen mit Reporterproteinen 
hergestellt werden, die zur Entwicklung von Assays eingesetzt werden können 
(Kerschbaumer et al., 1997). 
 
Die Herstellung von scFv-Fusionsproteinen zum Nachweis von BNYVV in infizierten 
Zuckerrüben wurde im Rahmen dieser Dissertation erfolgreich durchgeführt. Ähnliche 
Ergebnisse mit aus „Phage display“-isolierten scFvs sind auch schon für andere 
Pflanzenviren beschrieben worden: Mit scFvs gegen Potato leafroll virus (PLRV)-Partikel, die 
aus naïven „Phage display“-Bibliotheken isoliert worden waren, war die Nachweisbarkeit von 
PLRV im vr-ELISA mit der im konventionellen Standard-ELISA vergleichbar (Harper et al., 
1999; Toth et al., 1999). Auch gegen das Tomato spottet wilt virus (TSWV) konnten scFvs 
aus einer naïven „Phage display“-Bibliothek gewonnen werden, die als CLZIP- und AP/S-
Fusionsproteine im rekombinanten ELISA wiederum dem Standard-ELISA vergleichbare 
Werte ergaben (Griep et al., 2000). Frühere Versuche, in denen scFvs gegen das Cucumber 
mosaic cucumovirus (CMV, Ziegler et al., 1995), PLRV (Harper et al., 1997) oder BRAV 
(Susi et al., 1998) aus einer semi-synthetischen „Phage display“-Bibliothek isoliert wurden, 
waren dagegen nicht sehr vielversprechend, da die ELISA-Reaktivitäten dieser scFvs nicht 
so hoch waren wie die von Antikörpern, die durch Immunisierung erhalten wurden. In diesen 
Untersuchungen wurde die geringe ELISA Reaktivität jedoch u.a. dadurch hervorgerufen, 
dass die scFvs über ihren c-myc-tag oder als Fusion mit der E. coli Wildtyp-AP 
(Kerschbaumer et al., 1996) nachgewiesen wurden. Monovalente scFv-c-myc haben generell 
eine geringere Affinität als scFv-CL- und AP-Fusionen, die Dimere bilden, so dass dies ein 
schwächeres Signal im ELISA zur Folge hat. Die Verwendung der Wildtyp-AP, die eine 35-
fach niedrigere Aktivität als die mutierte AP/S (Mandecki et al., 1991) besitzt, führt zu 
schwächeren Reaktionen im ELISA, so dass generell die Fusion mit der mutierten AP/S für 
die Produktion von scFv Nachweisreagenzien vorzuziehen ist (pSKAP/S, Griep et al., 1999a;  
pDAP2/Stet, Kerschbaumer & Himmler, 1999;  pDAP2/S, Kerschbaumer et al., 1997). 
Wenngleich die Affinität der scFvs SR19 und VE91 hoch genug war, um im vr-ELISA 
Reaktivitäten zu erreichen, die mit denen der konventionell eingesetzten pAk und mAk 
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vergleichbar waren, wäre eine Affinitätssteigerung von Interesse, um die Nachweisgrenze 
weiter absenken bzw. die scFv-Fusionproteine in geringerer Konzentration einsetzen zu 
können. Zur Steigerung der Affinität können Methoden wie das „Chain Shuffling“ (Clackson 
et al., 1991; Park et al., 2000) oder die „CDR walking“ Mutagenese (Schier et al., 1996; Yang 
et al., 1995) angewendet werden. So konnte die Affinität eines anti-c-erbB-2 scFvs durch 
Zufalls-Kombinationen von mutierten VL- und VH-CDR3-Regionen über 1000-fach gesteigert 
werden (Schier et al., 1996); wobei diese o.g. Methoden jedoch sehr aufwendig sind. 
Dagegen stellt die Produktion eines „Diabodies“, in dem zwei scFvs durch Verwendung eines 
kurzen Linkers miteinander verbunden sind, eine einfachere Methode zur funktionellen 
Affinitätssteigerung dar (Holliger et al., 1993; Whitlow et al., 1994). Ein „Diabody“ besitzt zwei 
identische Antigen-bindende Stellen, so dass die funktionelle Affinität (Avidität) gesteigert 
wird (Fitzgerald et al., 1997). Da CL- bzw. AP/S-Domänen Dimere bilden, besteht je nach 
„Diabody“-Konstrukt (abhängig von der Länge der Linker) die Möglichkeit, dass „Diabody“-
CL-und AP/S-Fusionsproteine Tetramere bilden und die Avidität weiter gesteigert wird. Die 
Ausbildung von Tetrameren mit vier Antigen-Bindestellen und gesteigerter funktioneller 
Affinität konnte für bispezifische „Diabody“-CH3-Fusionsproteine schon gezeigt werden (Alt 
et al., 1999).  
Daneben wäre es denkbar, durch eine Verknüpfung der unterschiedlichen Bindungs-
eigenschaften der zwei scFvs SR19 und VE91 zu einem bispezifischen Antikörper oder 
„Diabody“, einen verbesserten Antikörper mit der hohen Assoziationsrate des scFvs SR19 
und einer niedrigen Dissoziationsrate des scFvs VE91 herzustellen. Die primäre Bindung an 
das Viruspartikel könnte durch den scFv SR19-Anteil mit der hohen Assoziationsrate 
vermittelt werden und anschließend durch Umlagerung (wenn das Epitop identisch ist) oder 
erneute Bindung (benachbartes Epitop) eine festere Bindung über den scFv VE91-Anteil 
zustande kommen. Allerdings könnte die Produktion von CL- oder AP/S-„Diabody“-
Fusionsproteinen aufgrund der Größe des Produktes bei der Expression in E. coli 
problematisch sein und z.B. in einem geringen Expressionslevel resultieren. Eine Alternative 
könnte dann jedoch die Expression in P. pastoris (Sudbery, 1996), in Insektenzelllinien von 
Drosophila melanogaster (Pfeifer, 1998) oder in Pflanzen (Vaquero et al., 2002) darstellen.  
Ein Vergleich der Aminosäuresequenzen der beiden scFvs zeigt nicht nur für die Framework- 
sondern auch für die CDR-Regionen ausgedehnte homologe Bereiche (Abb. 19). Nachdem 
anhand der AS-Sequenz eine dreidimensionale Darstellung der zwei scFvs errechnet 
worden war (Whitelegg & Rees, 2000), wurden die Computer-vorhergesagten Struktur-
Modelle der zwei scFvs übereinander gelagert (Abb. 42). Nach dem „Modelling“ konnten 
starke Übereinstimmungen in der tertiären Struktur festgestellt werden. Nur im Bereich der 
CDRH3-Region, die entscheidend an der Antigen-Bindung beteiligt ist (Artandi et al., 1991; 
Janeway, 2001), und in der CDRH2-Region sind strukturelle Unterschiede zu beobachten 
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(Abb. 42). Sollten beide scFvs das gleiche Epitop erkennen, dann wäre der Austausch und 
die Neukombination der schweren und leichten Ketten der beiden scFvs zur Herstellung 
eines scFv mit höherer Affinität denkbar.  
 
 
CDRL2 
CDRH3 
CDRL1 
CDRL3
CDRH2 
CDRH1 
Abb. 42: Computersimulierte 3D-Strukturmodelle der humanen scFvs SR19 und VE91. Ansicht 
auf die Antigen-bindende Stelle. CDR-Regionen des scFvs SR19 sind in rot und die des scFvs VE91 
in blau dargestellt. Der (Gly4Ser)3-Linker ist nicht dargestellt. Die Berechnung der 3D-Struktur erfolgte 
nach Whitelegg & Rees (2000) und die Bearbeitung der erhaltenen 3D-Strukturdaten mit Swiss PDB-
Viewer 3.7(b2) und POV-Ray 3.0.  
 
Da durch „Peptide display“ keine Bestimmung von Epitopen oder Mimotopen der scFvs 
möglich war, müssten die Epitop-Spezifitäten der scFvs zunächst durch weitere 
Experimente, wie z.B. einen „Kompetitions“-ELISA, eingegrenzt werden. Danach sollte 
herausgefunden werden, ob die beiden möglichen SR19-VE91 VH-VL-Kombinationen 
funktionelle scFvs ergeben, die an BNYVV-Partikel binden und mit welcher Affinität sie diese 
binden. 
 
4.2 PVX als Präsentationssystem 
Zur Herstellung eines Standards für den BNYVV-Nachweis wurden die beschriebenen 
BNYVV-Epitope aminoterminal an das Hüllprotein von PVX fusioniert. Bis zu 14 fremde AS 
wurden erfolgreich an der Oberfläche der rPVX-Partikel präsentiert und die jeweiligen 
BNYVV-Epitope konnten immunologisch im ELISA, Western Blot und elektronen-
mikroskopisch nachgewiesen werden. 
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Zu Beginn dieser Dissertation gab es noch keinen Bericht über eine direkte Fusion von 
Peptiden an das PVX-Hüllprotein, und es war zunächst nicht klar, ob durch eine Fusion die 
Zusammenlagerung der rekombinanten Virionen verhindert und infolgedessen die 
systemische Infektion bzw. die Symptomausbildung beeinflusst würde. So war z.B. der erste 
Versuch, ein fremdes 4 AS langes Peptid an den C-Terminus des TMV-Hüllproteins zu 
fusionieren, erfolglos, da keine Zusammenlagerung der rekombinanten Hüllproteine erfolgte 
(Takamatsu et al., 1990). Um dieses Problem zu umgehen, wurde ein TMV-Vektor 
konstruiert, der durch ein „leaky“ Stopkodon neben der Synthese von rekombinantem-
Hüllprotein auch die des Wildtyp-Hüllproteins bewirkte, so dass die gebildeten TMV-Partikel 
aus rekombinanten- und Wildtyp-Hüllproteinmonomeren aufgebaut waren (Hamamoto et al., 
1993). Bisherige Versuche zur Expression von Proteinen in Verbindung mit dem PVX-
Hüllprotein beruhten auf einem ähnlichem Prinzip, da festgestellt worden war, dass die 
Zusammenlagerung der PVX-Hüllproteinmonomere durch Fusion mit größeren Proteinen 
gestört wird (Cruz et al., 1996). Daher wurde das 2A Peptid des Foot-and-mouth disease 
virus (FMDV, Ryan et al., 1991) zwischen die heterologe Sequenz und die 
Hüllproteinsequenz inseriert. Am 2A Peptid erfolgt dann eine co-translationale, auto-
proteolytische Spaltung (Ryan & Drew, 1994). Infolgedessen wird die Produktion von 
fusionierten und unfusionierten Molekülen des Hüllproteins erreicht und infektiöse Partikel 
gebildet. So konnten Proteine der Größe von 8,5 kD bis zu 31 kD auf der Oberfläche von 
PVX-Partikeln exprimiert werden (Cruz et al., 1996). Obwohl dieses auch als „Overcoat“ 
bezeichnete Prinzip normalerweise in einem stöchiometrischen Verhältnis von fusionierten 
und freien Hüllproteinen von 1:1 resultiert (Lacomme et al., 1998), kann diese Relation und 
damit der Anteil an fusioniertem Hüllprotein schwanken. Für die Verwendung von Peptid-
präsentierenden Virionen als Standard in der Diagnose, aber auch für die Verwendung als 
Impfstoff, ist die Präsentation von Epitopen auf allen Hüllproteinuntereinheiten von Vorteil, da 
so eine genau definierte und hohe Konzentration eines gewünschten Epitops erreicht wird.  
Mittlerweile gibt es einige auf Pflanzenviren basierende Systeme, die zur Präsentation 
heterologer Peptide genutzt werden (Johnson, 1997; Palmer et al., 1999). Die dabei am 
häufigsten verwendeten Systeme basieren auf den Pflanzenviren TMV und CPMV (Brennan 
et al., 2001; Yusibov et al., 1999), deren Strukturen bis zur atomaren Auflösung geklärt 
wurden (Lomonossoff & Johnson, 1991; Namba et al., 1989). Die detaillierte Kenntnis der 
Struktur ermöglichte schließlich die Produktion von TMV-Partikeln, die auf allen 
Hüllproteinuntereinheiten ein Epitop von 13 AS präsentierten (Fitchen et al., 1995). Die 
Insertion erfolgte nahe des C-Terminus außerhalb der Bereichte, die für die intramolekulare 
Wechselwirkungen und die Zusammenlagerung der Untereinheiten erforderlich sind (Namba 
et al., 1989). Obwohl noch keine detaillierten Informationen über die Struktur von PVX-
Hüllproteinuntereinheiten existieren, wird angenommen, dass der N-Terminus an der 
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Oberfläche der Partikel liegt (Baratova et al., 1992; Koenig & Torrance, 1986). Diese 
Vermutung machten sich auch Marusic et al. (2001) zu Nutze und beschrieben erst kürzlich 
die Präsentation des N-terminal an das Hüllprotein fusionierten 6 AS langen HIV-Epitops 
gp41 auf der Oberfläche von PVX-Partikeln. Die rekombinanten Viruspartikel konnten 
anschließend erfolgreich zur Immunisierung von Mäusen eingesetzt werden (Marusic et al., 
2001). In dieser Dissertation konnte darüber hinaus gezeigt werden, dass selbst die Fusion 
von 14 AS an den N-Terminus des PVX-Hüllproteins möglich ist, ohne einen Einfluss auf das 
Infektionsverhalten oder den Virus-Titer auszuüben. Im Vergleich dazu ist das längste auf 
TMV präsentierte Peptid 23 AS lang (Bendahmane et al., 1999), und auf CPMV-Partikeln 
wurden sogar schon Peptide einer Länge von bis zu 30 AS präsentiert (Porta et al., 1994). 
Das mit 93 AS bisher längste Peptid konnte in einem heterologen System durch N-terminale 
Fusion an das Alfalfa mosaic virus (AIMV)-Hüllprotein durch Expression von einem TMV-
Vektor hergestellt werden (Yusibov et al., 1997). 
Die Präsentation längerer Peptide auf PVX-Partikeln wäre für die Herstellung eines 
Standards, der mehrere unterschiedliche Epitope gleichzeitig präsentiert, interessant. 
Obwohl die Größe der bisher auf CPMV präsentierten Peptide eine Präsentation mehrerer 
kurzer Epitope zulassen würde, gibt es in der Literatur bisher keine Berichte über die 
Präsentation mehrerer Epitope auf Pflanzenvirionen. Allerdings wurden schon Mehrfach-
Epitop-Polypeptide (MEPs), bestehend aus einem stabilisierendem IL2-Fragment und 
mehreren Kopien von V3-Schleifen verschiedener HIV-1-Isolate, in E. coli exprimiert (Gilbert 
et al., 1997) bzw. Papillomavirus „virus-like particles“ (VLPs) mit fünf verschiedenen 
cytotoxischen T-Lypmphozyt (CTL) Epitopen durch rekombinante Baculoviren in SF-9 Zellen 
produziert (Liu et al., 2000). Diese beiden Untersuchungen zielten jedoch nicht auf die 
Herstellung eines Standards sondern auf die Entwicklung von verbesserten Vakzinen ab 
(Sette et al., 2001). Die Herstellung von Vakzinen spielt generell auch bei der 
Peptidpräsentation auf Pflanzenvirionen eine große Rolle, jedoch wurden bisher nur einzelne 
Epitope präsentiert (Brennan et al., 2001). 
 
In dieser Dissertation wurde zum ersten Mal die gleichzeitige Präsentation und der 
anschließende Nachweis von zwei Epitopen auf PVX-Partikeln erreicht. Wäre zusätzlich die 
Präsentation und auch der Nachweis weiterer Epitope möglich, dann könnten z.B. entweder 
mehrere Epitope eines bestimmten Virus oder jeweils ein immunodominantes Epitop 
verschiedener Viren auf einem PVX-Partikel präsentiert werden. Dadurch könnte entweder 
ein Standard geschaffen werden, der mit verschiedenen zur Verfügung stehenden 
Antikörpern gegen ein bestimmtes Virus verwendet werden könnte, oder einer, der für 
mehrere Viren eingesetzt werden könnte. Letzterer wäre vor allem für die Vereinfachung und 
dadurch Kostensenkung der Standard-Produktion von Vorteil. Ferner wäre die Präsentation 
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von mehreren Epitopen auf Pflanzenvirionen auch für die Impfstoffentwicklung sehr 
interessant, da Antikörper, die nach der Vakzination gegen ein einzelnes präsentiertes 
Epitop hergestellt werden, oftmals nicht ausreichen, um eine Infektion vollständig und 
dauerhaft zu verhindern (Koprowski & Yusibov, 2001; Sette et al., 2001).  
Nach der erfolgreichen Produktion eines BNYVV Standards durch Präsentation von BNYVV-
Epitopen auf PVX-Partikeln stellte sich die Frage, ob die modifizierte PVX-Hüllprotein-RNA 
genetisch stabil ist und infolgedessen nach Gewinnung von rekombinanten PVX-Partikeln 
diese auch nach mehreren Passagen wiederholt für Infektionen von N. benthamiana zur 
Gewinnung des Standards eingesetzt werden könnten. 
 
Vor mehr als 25 Jahren wurde angenommen, dass die Verwendung von RNA-Pflanzenviren 
als Genvektoren durch die hohe Fehlerrate der RNA-Polymerase während der Replikation 
stark eingeschränkt würde (Van Vloten-Doting et al., 1985). Es wurde vermutet, dass dies in 
einer schnellen Deletion oder einem Funktionsverlust von inserierten Sequenzen, die keinem 
Selektionsdruck unterliegen, resultieren könnte. Diese Befürchtungen bewahrheiteten sich 
jedoch nicht, als Daten über Sequenzvariabilität und Akkumulationsraten von Mutationen in 
Wildtyp-Populationen (Rodriguez-Cerezo & Garcia-Arenal, 1989; Rodriguez-Cerezo et al., 
1989) und in fremden Sequenzen von rekombinanten Tobamoviren verfügbar wurden 
(Kearney et al., 1993). Die Ergebnisse zeigten, dass pflanzliche RNA-Viruspopulationen 
durchaus stabil sein können und hier beobachtete Mutationen die Insertionen nur minimal 
veränderten. Auf RNA-Pflanzenviren basierende Vektoren wurden nun vermehrt zur 
Expression von fremd-Proteinen und Peptiden verwendet, um die zahlreichen Vorteile dieser 
Vektoren zu nutzen (Scholthof et al., 1996).  
 
In dieser Dissertation fanden sich nach fünf Passagen von rekombinantem PVX auf 
N. benthamiana in den zusätzlichen fremden BNYVV-Sequenzen unterschiedliche 
Mutationen, die sich teilweise negativ auf die Nachweisbarkeit der BNYVV-Epitope 
auswirkten sowie Deletionen, die die gesamte BNYVV-Epitopsequenz oder Teilstücke dieser 
sowie zusätzlich jeweils einen Teil des PVX-Hüllproteins beinhalteten. Auch Porta et al. 
(1994) fanden heraus, dass eine von Usha et al. (1993) zuvor beschriebene CPMV-Chimäre 
die fremde Sequenz während serieller Passagen sehr schnell verliert. Dies wurde durch 
homologe Rekombination erklärt, da in dem Konstrukt vor und hinter der fremden Sequenz 
eine 8-Basen-Sequenzwiederholung gefunden wurde. Porta et al. (1994) gelang im 
folgenden durch Insertion der gleichen Fremdsequenz an anderer Stelle die Konstruktion von 
über zehn Passagen genetisch stabilen Chimären. Wie auch bei TMV (s.o. und Hamamoto 
et al., 1993) konnte bei CPMV durch die detaillierte Analyse der Struktur eine geeignete 
Insertionsstelle gefunden werden. 
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5´..aug agu aga aca agc cca cca gga caa agc gcu
    S      G       L       F      T       I       P       D        G         D        F . .
. . . M       S      R       T         S        P      P      G      Q       S        A      
AU-Gehalt: 46%
GC-Gehalt: 65%
5´ uca ggc cug uuc acu auc ccg gau ggg gau uuc..3´
5´..ggu cag cac cag cua gca ucg auc cgg cCg Aug agu AgU ACa ACA-
    T      T       S       T       T       T       K       T        A        G   . .
. . . M      S       S       T         T        
AU-Gehalt: 65%
GC-Gehalt: 67%
5´ Cu Acc uca AcU ACc ACA aaa acu gca ggc..3´
B
A
 
aac guc aga aga gac ccc gcg agc aca ..3´
..T      A       G      A      T      P        A         T         A   
 N       V      R       R       D      P       A       S         T..
..act gca ggc gca act cct gcc aca gcu-
cca cca gga caa..3´
..P       A      S       T      T       Q      P        I         G         S   
P      P      G       Q ..
..ccc gcg agc aca aca cag ccc ata ggg tca-a
Abb. 43: Lokalisation der Verbindungsstellen potentieller Rekombinationsereignisse am 5‘-
Ende des rPVX Hüllproteingens. A: 63 nt Deletion. B: 93 nt Deletion. Deletierte Bereiche sind in rot 
dargestellt. Homologe Nukleotide sind mit Großbuchstaben und in blau hervorgehoben. Der AU- bzw. 
GC-Gehalt ausgewählter Bereiche (Kästchen) wurde angegeben. Pfeile geben die Replikations-
richtung entlang der Matrizen an.   
 
In den in dieser Arbeit untersuchten rekombinanten PVX-Genomen wurden am 5´-Ende des 
Hüllproteingens zwei unterschiedliche Deletionen von 63 nt (21 AS) bzw. 93 nt (31 AS) 
beobachtet. Vor und nach dem 63 nt Deletionsbereich fand sich eine Sequenzwiederholung 
von sechs Nukleotiden, die eine Rekombination begünstigen könnte (Abb. 43A; Lai, 1992; 
Simon & Bujarski, 1994). Zudem könnte der hohe AU-Gehalt im Dissoziationsbereich der 
RNA-Polymerase zur Abtrennung von der Matrize beitragen und der hohe GC-Gehalt hinter 
dem „crossover“ Bereich die festere Bindung der RNA-Polymerase fördern. Für homologe 
Rekombinationen im Brome mosaic virus wurden ähnliche Anordnungen von AU- und GC-
reichen Regionen als Rekombinations-fördernd beschrieben (Nagy & Bujarski, 1997; Nagy et 
al., 1999). Dagegen wurden im benachbarten Bereich der zweiten Deletion (93 nt) keine 
Sequenzübereinstimmungen gefunden (Abb. 43B) und es wird angenommen, dass die 
Rekombination hier wahrscheinlich durch eine Sekundärstrukturbildung begünstigt wird. 
Allerdings wird die Deletion wohl nicht durch „looping out“ des 93 nt Bereichs zustande 
gekommen sein, da im deletierten Bereich für die Ausbildung von geeigneten stabilen 
Sekundärstrukturen keine komplementären Regionen gefunden wurden. Generell können 
stabile Sekundärstrukturen zum Pausieren, Dissoziieren und erneuter Bindung der RNA-
Polymerase an anderer Stelle der RNA-Matrize führen (Pilipenko et al., 1995).  
Die beiden Rekombinationsereignisse beruhen dabei wahrscheinlich auf einem „template 
switch“ Mechanismus (Nagy & Simon, 1997), der von Agol (1997) für Picornaviren näher 
beschrieben wurde. 
Die hohe Rekombinationsrate wird heute als überwiegender Grund für die Instabilität und 
Deletion von fremden Genen sowohl in RNA- als auch DNA-Viren angesehen und dagegen 
die Fehlerhäufigkeit während der RNA-Replikation als geringeres Problem eingestuft 
 130 
4 Abschlussdiskussion 
(Scholthof et al., 1996). So wird auch der Verlust von Teilen des β-Glucuronidase (GUS)-
Gens, das durch Vektoren, die auf Tobacco etch virus (TEV) oder Plum pox virus (PPV) 
basierten, exprimiert wurde, auf Rekombinationsereignisse zurückgeführt (Dolja et al., 1993; 
Dolja et al., 1992; Guo et al., 1998). Die Annahme, dass dagegen kürzere Genfragmente in 
Epitop-Präsentationsvektoren relativ stabil sind, wurde in dieser Arbeit und z.B. auch von 
Porta et al. (1994) nicht beobachtet. Daher wird vermutet, dass auch kurze Genfragmente 
nur dann stabil sein können, wenn sie in keiner z.B. für homologe Rekombination günstigen 
Region liegen (Porta et al., 1994) und die exprimierten Peptide den normalen Faltungs- und 
Verpackungsprozess bzw. den Zelle-zu-Zelle Transport nicht stören. Letzteres könnte 
indirekt ein Grund für die in den rekombinanten PVX-Hüllproteingenen dieser Arbeit 
beobachteten Mutationen und Deletionen darstellen. Zwar wurde die Ausbildung der Hybrid-
PVX-Partikel beobachtet und diese infizierten N. benthamiana auch systemisch, doch 
schienen sich bestimmte AS nachteilig auf die Fitness des Virus im Wirt auszuwirken, so 
dass sich infolgedessen in der Viruspopulation Mutationen und Deletionen mit einem 
Wettbewerbsvorteil durchsetzten. Joelson et al. (1997) beobachteten ähnliche 
Infektionsergebnisse nach der Tomato bushy stunt virus (TBSV) Präsentation eines 16 AS 
langen Peptids, das das 13 AS lange HIV „V3-loop“ Epitop beinhaltete: Die Replikationsrate 
des rekombinanten TBSV war der des Wildtyps ähnlich und auch die hervorgerufenen 
Symptome waren übereinstimmend. Nach sechs seriellen Passagen fand sich eine Mutation 
in der RNA-Sequenz, die in einem AS-Austausch von Ile nach Met resultierte, wobei auf eine 
mögliche Signifikanz dieser als zufällig angesehenen Mutation in dem Bericht nicht weiter 
eingegangen wurde (Joelson et al., 1997). Da das PVX-Hüllprotein im Gegensatz zum 
TSBV-Hüllprotein am Zelle-zu-Zelle Transport beteiligt ist (Fedorkin et al., 2000; Tamai & 
Meshi, 2001), wird angenommen, dass es sich bei den Mutationen und Deletionen im PVX-
Hüllproteingen um „gerichtete“ Modifikationen handelt. Zusätzliche Sequenzen im 
rekombinanten PVX-Genom werden daher eher einem Selektionsdruck unterliegen, als im 
rekombinanten TSBV-Genom. Diese Ansicht wird durch die im Folgenden dargestellten 
Erkenntnisse noch weiter gestützt. 
Bendahmane et al. (1999) fanden heraus, dass der isoelektrische Punkt (pI) präsentierter 
Epitope und der Ladungsüberschuss von TMV Hybrid-Hüllproteinen eine wichtige Rolle für 
die Induktion von Nekrose und die Infektiösität der Viren spielt. Epitop-Fusionen (10-23 AS), 
die gegenüber dem Wildtyp Hüllprotein zu keiner wesentlichen Änderung des pI führten oder 
diesen senkten, beeinflussten die Eigenschaften des Virus nicht. Dagegen hatte eine 
Erhöhung des pIs zur Folge, dass die systemische und meist auch die lokale Ausbreitung 
des Virus verloren ging. Die Addition eines positiv geladenen AS-Rests (R) an das 
präsentierte 5B19 Epitop des Murine hepatitis virus (MHV, TMV-RB19) führte zur Auslösung 
einer Hypersensitivitäts-Reaktion (HR), wobei dieser Effekt durch Hinzufügen eines 
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negativen AS-Restes (E, TMV-RB19E) wiederum kompensiert werden konnte. Bendahmane 
et al. (1999) kamen zu der Schlussfolgerung, dass Peptide mit einem hohen pI die 
Wechselwirkung von TMV mit der Wirtzelle negativ beeinflussen können, wohingegen 
negativ geladene Epitope eher toleriert werden. Diese Folgerung scheint auch auf PVX 
zuzutreffen, obwohl hier die PVX-Hüllprotein-Fusionen die systemische oder lokale 
Ausbreitung der Viren in N. benthamiana nicht beeinflusst haben. Allerdings zeigt der 
Vergleich der pI-Werte der ursprünglichen rPVX mit den nach fünf Passagen veränderten 
rPVX, dass die Mutationen und Deletionen mit einer Ausnahme zu pI-Werten führten, die 
identisch oder niedriger als die des Wildtyps waren (Tab. 18).  
 
Tab. 18: Auswirkung der Insertion von verschiedenen Epitopen und deren pI auf den  
Isoelektrischen Punkt und den Ladungsüberschuss der (r)PVX Hüllproteine. Blau dargestellt 
sind AS, die im Langzeitübertragungsexperiment (s. Abb. 31, 3.3.4.1) gegenüber der ursprünglichen 
rPVX Sequenz mutiert sind.  
 
Hüllprotein Peptid Peptid-pIa pI/Ladungsüberschuß Hybrid-CP Mr Hybrid-CP
b 
CP-ep4 RTSPPGQ 9,75 7,70 / +1 25,8 kD 
CP-ep4mut1 STSPPGQ 5,24 6,73 / 0 25,7 kD 
CP-ep4mut2 RTSPPEQ 6,0 6,73 / 0 25,9 kD  
CP-ep6 SANVRRD 9,32 7,70 / +1 25,9 kD 
CP-ep6mut SANVIRD 5,81 6,73 / 0 25,8 kD 
CP-ep4ep6 RTSPPGQSANVRRD 11,7 8,46 / +2 26,6 kD 
CP-ep4ep6mut1 STSPPGQSADVRRD 5,86 6,73 / 0 26,5 kD 
CP-ep4ep6mut2 STSPPGQSAIVRRD 9,32 7,70 / +1 26,5 kD 
CP-ep4ep6del1 RTSPPEQSA- 6,0 6,13 / -1 23,4 kD 
CP-ep4ep6del2 ETSPPGQSA- 4,0 5,71 / -2 23,5 kD 
CP-ep4ep6del3 STT- n.b. 6,73 / 0 24,5 kD 
CP-wt - - 6,73 / 0 25,1 kD 
aVon der AS-Sequenz des Peptids abgeleiteter isoelektrischer Punkt 
bAbleitung des Molekulargewichts von der Gensequenz 
n.b.: nicht bestimmbar 
 
 
Diese Ergebnisse lassen darauf schließen, dass sich positive Ladungen auch im PVX-
Hüllprotein in noch nicht geklärter Weise nachteilig auf die „Fitness“ des Virus auswirken. 
Infolgedessen setzten sich mit der Zeit Mutationen und Deletionen durch, die entweder zur 
Wiederherstellung des ursprünglichen pI des Wildtyps oder zu einer Senkung gegenüber 
dem ursprünglichen pI des Wildtyps führten.  
Um keine Beeinträchtigung der Produktion großer Mengen rekombinanter PVX-Partikel zu 
erreichen, ist es folglich wichtig, entweder vorzugsweise das rekombinante Virus einer 
Primärinfektionen nach einer kurzen Infektionsphase für weitere Infektionen zu verwenden, 
die Anzahl der Passagen einer Infektion gering zu halten oder PVX-Partikel bevorzugt aus 
Pflanzen zu gewinnen, die nur mit rekombinanter Virus-Vektor-DNS inokuliert wurden. So 
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kann sichergestellt werden, dass es sich bei den isolierten Partikeln auch um solche handelt, 
die das fremde Epitop mit der Originalsequenz tragen. Zusätzlich sollte die Anwesenheit der 
Fremd-Epitope durch die spezifischen Reaktionen mit entsprechenden Antikörpern überprüft 
werden. 
 
4.3 Ty1-Retrotransposon VLPs als Präsentationssystem 
Alternativ zu PVX-Partikeln sollten Ty1-„virus-like particles“ (VLPs) aus S. cerevisiae auf ihre 
Eignung zur Herstellung eines Standards getestet werden. Dazu wurden verschiedene 
BNYVV und BSBV Epitope vorwiegend an den N-Terminus aber auch an den C-Terminus 
des verkürzten TyA-Proteins p1-379 fusioniert und die rekombinanten (r)VLPs in E. coli bzw. 
P. pastoris produziert. 
Durch cytoplasmatische Expression von VLPs in E. coli Schüttelkulturen konnten bis zu  
20 mg/l gereinigte VLPs gewonnen werden. Im Vergleich dazu werden nur etwa 2 mg/l 
gereinigte VLPs in S. cerevisiae Schüttelkulturen produziert (Gilbert, 2000). Luschnig et al. 
(1995) waren die ersten, die das TyA p1 Protein in E. coli exprimierten, allerdings machten 
sie keine Angaben zu der VLP-Ausbeute. Daneben berichtet Roth (1999) von niedrigen Ty1-
Expressionsausbeuten und ineffizienter Zusammenlagerung von VLPs nach Expression in 
E.  coli, was sie zu dem Schluss veranlasste, dass vermutlich Hefe-Chaperone für die 
effiziente Zusammenlagerung von VLPs notwendig sind. Dies konnte jedoch in dieser Arbeit 
durch die gefundenen hohen Expressionsraten und die Bildung von VLPs nach 
cytoplasmatischer Expression in E. coli  nicht bestätigt werden.  
Pichia pastoris wurde als weiteres Expressionssystem ausgewählt, da diese Hefe gegenüber 
S. cerevisiae drei Vorteile aufweist: Im Genom von P. pastoris kommen keine Ty-
Retrotransposons vor, die Verwendung eines Methanol-induzierbaren Promotors (AOXI) 
erlaubt eine exakte Regulation der Genexpression und mit Pichia lassen sich höhere 
Zelldichten erzielen als mit S. cerevisiae, wodurch sehr hohe Expressionsausbeuten erreicht 
werden können (Cregg et al., 1993; Fischer et al., 1999b). Verschiedene heterologe Proteine 
sind bisher durch Expression in P. pastoris gewonnen worden (Cereghino & Cregg, 2000), 
wobei die höchste Ausbeute für ein intrazellulär exprimiertes Protein bei 22 g/l liegt 
(Hasslacher et al., 1997). 
Die Ty-p1-379 Expressionsausbeuten lagen in P. pastoris indessen bei bis zu 65 mg/l und 
stimmen mit denen des ebenfalls Partikel bildenden „Hepatitis B core antigens“ (HbcAg, 
69 mg/l, Watelet et al. 2002) überein.  
In S. cerevisiae konnte Phosphorylierung des Ty1 p1 Proteins nachgewiesen werden (Mellor 
et al., 1985a) und es wird angenommen, dass post-translationale Modifikationen die 
Wechselwirkungen zwischen den Proteinuntereinheiten beeinflussen (Burns et al., 1992). 
Auch eine Phosphorylierung der in P. pastoris produzierten Ty-p1-379 ist nicht 
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auszuschließen, denn es finden sich mehrere potentielle Phosphorylierungsstellen in der 
Proteinsequenz (Blom et al., 1999). 
Es wird angenommen, dass in Pichia produzierte VLPs gegenüber in E. coli produzierten 
generell zusätzliche co- und post-translationale Modifikationen besitzten, und dass sich diese 
Modifikationen auf die Partikelbildungseffizienz auswirken könnten. Interessanterweise 
konnten beim Vergleich von in E. coli bzw. P. pastoris exprimiertem HbcAg keine 
wesentlichen Unterschiede bei der Partikelbildungseffizienz ausgemacht werden (Watelet et 
al., 2002), wobei durch MALDI-TOF-MS Analyse als einzige translationale Modifikation N-
Azetylierung des in P. pastoris produzierten HbcAg festgestellt wurde. Auch die co-
translationale N-Azetylierung des Ty-p1-379 in P. pastoris ist sehr wahrscheinlich, da alle der 
Literatur und Datenbanken beschriebenen eukaryotischen Proteine, die mit Met-Asp oder 
Met-Glu (wie TyA) beginnen, N-terminal azetyliert vorliegen (Polevoda & Sherman, 2000). 
Dagegen kommt eine N-Azetylierung von prokaryotischen Proteinen nur sehr selten vor. 
Eine solche N-Azetylierung der in P. pastoris produzierten VLPs könnte erklären, warum im 
Gegensatz zu den in E. coli produzierten nur vereinzelt VLPs an die Kohle bedampften Grids 
banden, obwohl VLPs nach den im Western Blot analysierten Saccharosegradienten-Profilen 
(Abb. 38) eindeutig in großer Menge vorlagen. Die N-Azetylierung könnte sich auf die 
Ladungsverteilung in den VLPs auswirken und somit die, durch elektrostatische 
Wechselwirkungen hervorgerufene, Adsorptionsfähigkeit der VLPs an Kohlenstoff-
beschichtete Grids stark herabsetzten (Abb. 40).  
 
Im VLP-ELISA, in dem Mikrotiter-Platten mit aufgereinigten rVLPs beschichtet wurden, lag 
die Nachweisgrenze der rVLPs bei ~5 ng/ml. Dabei konnte kein Unterschied zwischen N- 
und C-terminalen p1-379 Epitop-Fusionen festgestellt werden. Allerdings kann dieser ELISA 
keine Daten über die Präsentation der Epitope auf der Partikeloberfläche liefern, da die 
direkte Beschichtung von Partikeln in basischem Milieu normalerweise zu einem Zerfall von 
Partikel in die Untereinheiten führt. Infolgedessen ist davon auszugehen, dass dann auch 
innerhalb des Partikels liegende, unzugängliche Epitope (sogenannte Kryptotope) für 
Antikörper zugänglich sind.  
Im konventionellen ELISA können rVLPs zum Nachweis von Pflanzenviren verwendet 
werden, wenn die Beschichtung mit Standard rVLPs im gleichen Schritt wie die Zugabe von 
Pflanzensaft auf bereits Antikörper-beschichtete Wells erfolgt. Dennoch wäre ein ELISA, in 
dem der Standard in gleicher Weise wie der zu testende Pflanzensaft eingesetzt würde, 
wünschenswert, da dann der Versuchsablauf noch weiter vereinfacht würde. Der in einem 
solchen ELISA eingesetzte rVLP-Standard müsste in der nativen Form die fremd-Epitope an 
seiner Oberfläche präsentieren, um das Einfangen und den Nachweis durch fremd-Epitop-
spezifische Antikörper zu ermöglichen. Deshalb sollten die Epitope in dieser Dissertation auf 
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den nativen Partikeln präsentiert werden. Um dies zu erreichen, wurden insbesondere 
N-terminale Epitop-Fusionen im Bereich des TyA BB1-Epitops vorgenommen, da 
immunologische Studien gezeigt haben, dass dieser Bereich des p1-381 an der 
Partikeloberfläche liegt (Brookman et al., 1995b). Dagegen liegen die zur Kontrolle 
durchgeführten C-terminal fusionierten Epitope nach den Ergebnissen von Brookman et al. 
(1995) zu urteilen unzugänglich im Partikelinneren.  
EM-Untersuchungen sollten zeigen, welche Epitope an der Oberfläche der VLPs präsentiert 
werden. Der zur Kontrolle durchgeführte Nachweis des auf den VLPs präsentierten TyA-
eigenen Epitops BB2 war in Immunogold-EM-Studien in allen getesteten rVLPs erfolgreich. 
Dies stimmt mit den Ergebnissen von Brookman et al. (1995b) überein. Allerdings war die 
Feststellung der Oberflächenpräsentation N-terminal fusionierter fremd-Epitope in dieser 
Dissertation nicht eindeutig. Nur der Nachweis der beiden individuellen Epitope der 
ep4ep6p1-379 Partikel im Doppelepitopkonstrukt war möglich, wenn auch nicht so eindeutig 
wie der des BB2 Epitops. 
In der Literatur wurden bisher nur C-terminale TyA p1-381-Fusionen beschrieben (Gilbert, 
2000). C-terminale Fusionen wurden deshalb bevorzugt, weil N-terminale TyA-Protein-
Fusionen dazu neigen, rVLPs zu destabilisieren und abnormale Partikel zu bilden 
(Brachmann & Boeke, 1997). Dagegen wurde die Struktur von rVLPs durch C-terminale 
Fusionen nur unwesentlich gestört und selbst Insertionen von bis zu 43 kD waren möglich 
(Adams et al., 1994b; Garcia-Valcarcel et al., 1997; Harris et al., 1997). Die Tatsache, dass 
Antigene wie das HIV p24 nach C-terminaler p1-381-Fusion auf der Oberfläche der Partikel 
nachgewiesen werden konnten und sich als immunogen erwiesen (Adams et al., 1994a; 
Kingsman et al., 1991; Mills et al., 1990), schien zunächst im Widerspruch zu der internen 
Lokalisation des p1-381 C-Terminus zu stehen (Brookman et al., 1995b). Es wird allerdings 
angenommen, dass C-terminale Fusionen längerer Peptide bzw. Proteine exponiert werden 
(Brookman et al., 1995b). Durch diese Exponierung C-terminal fusionierter Proteine wird der 
Zusammenlagerungsprozess der rVLPs offensichtlich nicht gestört. Dies steht auch in 
Einklang mit den strukturellen Daten über Ty-VLPs (Al-Khayat et al., 1999). 
In dieser Dissertation wurde erwartet, dass bei C-terminalen Fusionen kurzer Peptide, wie 
dem verwendeten 7 AS langen BNYVV ep4, diese nicht auf der Oberfläche präsentiert 
werden, sondern eher innerhalb der Partikel lokalisiert sind. Da das Epitop durch 
Immunogoldmarkierung nicht nachgewiesen werden konnte, scheint diese Vermutung 
zuzutreffen. Ebenso konnte auch eine C-terminale Fusion des HIV „envelope region V3“ 
nicht auf Ty-Partikeln nachgewiesen werden und nach Immunisierung keine humorale 
Antwort hervorgerufen werden (nicht veröffentlichte Daten von Richardson et al. zitiert in 
Brookman et al., 1995b). Die C-terminale Ty-p1-381-Fusion eines 9 AS langen Epitops des 
Circumsporozoite (CS) Proteins von Plasmodium berghei sowie eines HIV V3 Doppelepitops 
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von insgesamt 20 AS (inklusive 2-AS Linker, GS) rief erfolgreich eine cytotoxische T-
Lymphozyten (CTL) Antwort hervor (Allsopp et al., 1996; Layton et al., 1996). Für die 
Auslösung einer CTL-Antwort ist jedoch keine Oberflächenpräsentation der Epitope 
notwendig, da rVLPs durch Antigen präsentierende Zellen (APC) aufgenommen und 
prozessiert werden und die Epitope dann erst durch Präsentation auf MHC Klasse I 
Molekülen eine CTL-Antwort auslösen. Aus diesem Grunde konnte wohl auch gegen alle 15 
Malaria-Epitope, die in einer Kette an den C-Terminus des p1-381 fusioniert worden sind, 
eine CTL-Antwort hervorgerufen werden (Gilbert et al., 1997). 
Es gibt bisher keine Referenz für eine N-terminale Ty-p1-381 Fusion von Peptiden oder 
Proteinen. Allerdings zitieren Brookman et al. (1995) nicht veröffentlichte Daten von 
Richardson et al., die zeigen konnten, dass die humorale Antwort durch eine interne, 
N-Terminus nahe Fusion des HIV V3-„loops“ gegenüber einer C-terminalen Fusion verstärkt 
ausgelöst wird, was darauf hindeutet, dass die N-terminal fusionierten V3-„loops“ auf der 
Oberfläche der Ty-Partikel präsentiert wurden. 
Cryo-elektronenmikroskopische (Cryo-EM)-Studien ermöglichen eine dreidimensionale 
Rekonstruktion kompletter Wildtyp- und p1-381 VLPs und zeigten, dass diese eine Hülle mit 
Spikes besitzen (Abb. 43, Al-Khayat et al., 1999; Bhella, 1998; Palmer et al., 1997). Diese 
Spike-Morphologie wurde auch in dieser Arbeit nach elektronenmikroskopischen Aufnahmen 
der p1-379 VLPs sichtbar, wenn das Präparat mit Ammoniummolybdat statt mit Uranylacetat 
kontrastiert wurde (Abb. 40 A, B). Die Anzahl der Spikes entspricht einem Drittel der 
Gesamtzahl der Untereinheiten, und die daraus resultierende Annahme, dass das 
Zwischenprodukt des Zusammenlagerungsprozesses ein Trimer ist, konnte durch eine 
Kombination aus biochemischen und strukturellen Daten höherer Auflösung bestätigt werden 
(Bhella, 1998; Palmer et al., 1997; Roth, 1999). 
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Brookman et al. (1995) fanden in einer Lichtstreuungs-Analyse heraus, dass die Zunahme 
des  VLP Durchmessers nach Zugabe von mAk BB1 geringer war als nach Zugabe von mAk 
BB2. Sie vermuteten daher, dass das BB1 Epitop mit AS 9-14 des p1 näher an der 
Oberfläche des Kern-Partikels liegt als das BB2 Epitop (p1 AS 27-34). Zusammen mit 
neueren Daten von Bhella (1998), der herausfand, dass das BB2 Epitop an der Oberfläche 
der Ty-VLPs in der Spike Region lokalisiert ist und zwar wahrscheinlich nicht direkt an der 
Spitze sondern an der Seite der Spikes (Abb. 43), lässt sich schließen, dass das BB1 Epitop 
unterhalb des BB2 Epitops in den Bereichen zwischen den Spikes liegt.  
Das 7 AS lange BNYVV Epitop 6 wurde nach N-terminaler Fusion unmittelbar vor dem BB1 
Epitop wahrscheinlich ebenfalls nahe der Oberfläche des Kern-Partikels präsentiert. Ein 
Grund für die schlechte Nachweisbarkeit könnte darin liegen, dass das Epitop 6 im VLP eine 
für den spezifischen Antikörper unzugängliche Tasche oder Schlaufe bildet und dagegen ein 
14 AS langes Epitop eine andere zugänglichere Konformation ausbildet (Abb. 44). 
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Abb. 44:  Schematische Darstellung des Ty1 VLPs. A: Querschnitt durch ein p1-381 VLP mit 
zentralem Lumen, in dem sich normalerweise die Ty1 RNA befindet. Das Lumen ist durch eine 
Proteinhülle von 9,5 nm umgeben, mit dem Hauptanteil des Proteins in einem 6,5 nm breitem Band 
(Burns et al., 1992). B: Schematische Illustration eines typischen p1-381 Monomers innerhalb der 
VLP Proteinhülle, die die externen N-terminalen Regionen und den verborgenen C-Terminus zeigt. 
Die Lage verschiedener N- und C-terminaler Ty-Epitope sowie die der fusionierten BNYVV-Epitope 
sind durch Pfeile markiert (verändert nach: Brookman et al., 1995b). 
 
Es wäre interessant zu sehen, ob die BNYVV Epitope durch Insertion im Bereich des TyA 
BB2 Epitops in Immunogold-EM-Untersuchungen besser nachgewiesen werden könnten, als 
die in dieser Arbeit untersuchten Fusionen im BB1 Bereich. Allerdings könnte der gute 
Nachweis des BB2 Epitops nicht oder nicht nur auf die Lokalisation des Epitops sondern 
auch auf den Antikörper selbst zurückzuführen sein. Wenn dieser z.B. eine höhere Affinität 
zu seinem Epitop hat als der BB1 mAk und die in dieser Dissertation verwendeten BNYVV-
spezifischen Antikörper.  
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Für die Verwendung von VLPs als Standard in einem Test-Format spielt deren Stabilität eine 
große Rolle. Durch Zugabe eines Proteaseinhibitor-Cocktails konnte die Stabilität erhöht 
werden, und die VLPs waren selbst nach 4-monatiger Aufbewahrung bei 4°C unverändert 
reaktiv. Die Aufbewahrung von Ty-VLP Vakzinen erfolgt normalerweise bei –70°C, wobei 
mehrfaches Auftauen und Einfrieren vermieden wird, da dies die Partikelintegrität zerstört 
(Gilbert, 2000; Gilbert et al., 1999). Da die Möglichkeit der Aufbewahrung bei niedrigen 
Temperaturen nicht immer gegeben und relativ kostenintensiv ist, wäre die Lyophilisierung 
eine gute Lösung. Allerdings war in der vorliegenden Arbeit die überwiegende Anzahl der 
Partikel (~90%) nach der Lyophilisierung zerstört. Wenn jedoch die tertiäre Struktur der Ty-
Proteinuntereinheiten durch Lyophilisierung nicht verändert wird, dann würde es nach 
Inkubation in geeignetem Puffer wahrscheinlich wieder zur Aggregation und Partikelbildung 
kommen. So beobachtete Bhella (1998), dass Ty-VLP p1-381-Untereinheiten nach üN 
Dialyse gegen Phosphatpuffer (pH 7,4) Partikel bilden, wobei jedoch keine Angaben zu der 
Effizienz der Partikelbildung gemacht wurden. 
 
Die Präsentation von Epitopen auf rekombinanten Partikeln unterschiedlichster Herkunft 
stellt insbesondere für pflanzliche Pathogene, die schwer in einer geeigneten Form für die 
immundiagnostische Kontrolle erhalten werden können, eine adäquate Alternative zum 
herkömmlich verwendeten Standard - dem infektiösen Viruspartikel selbst - dar. Dazu 
gehören z.B. Partikel von Viren, die sehr instabil sind und schnell degradiert werden 
(BNYVV, einige Potyviren, Potato mop top virus, PMTV) sowie andere Viren, die aufgrund 
ihrer Gewebespezifität in nur geringen Mengen in der Pflanze vorkommen (Luteoviren, 
Geminiviren), so dass keine ausreichenden Mengen für eine Positivkontrolle gewonnen 
werden können. Ein Vorteil eines solchen Präsentationssystems liegt in der kostengünstigen 
Produktion rekombinanter Partikel in pflanzlichen oder mikrobiellen Expressionssystemen. 
 
Daneben wächst das Interesse an der Präsentation von Epitopen und Proteinen auf 
rekombinanten Partikeln zur Herstellung von alternativen Impfstoffen. In diesem 
Zusammenhang sollten auch die hier erfolgreich als Päsentationssysteme verwendeten 
PVX-Partikel und VLPs eingesetzt werden können. 
Ein Vorteil des hier vorgestellten Ty-Präsentationssystems ist die nicht vorhandene 
Infektiösität. Dagegen müssen die PVX-Partikel für den Gebrauch in einem Testkit, das 
länderübergreifend vertrieben werden soll, inaktiviert werden, um eine Verbreitung des 
rekombinanten Virus zu vermeiden. Die Inaktivierung der PVX-Partikel durch UV-
Bestrahlung konnte hier gezeigt werden, wobei sich die Antigenbindungsfähigkeit kaum 
(max. 10%) verändert. Doch selbst wenn eine vielfache Dosis der UV-Lethaldosis zur 
Inaktivierung verwendet wird, bleibt immer ein geringes Restrisiko. Außerdem muss noch 
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gezeigt werden, ob die proteolytische Abspaltung des N-Terminus des PVX-Hüllproteins, die 
auch zu einem Verlust des zusätzlichen Epitops führt, durch Maßnahmen, wie der 
Gewinnung von Partikeln aus jungen Pflanzen und Zusatz von Proteasen in frühen 
Aufreinigungsschritten, vollständig verhindert werden kann.  
Bisher gibt es erst eine Veröffentlichung über die Herstellung einer Kontrolle für 
Immunoassays in der Diagnose von Pflanzenviren. Für den Nachweis und die Identifikation 
von Geminiviren wurde als positiver Standard die Fusion eines viralen Epitops an M13-
Phagen eingesetzt (Ziegler et al., 1998). Der Nachteil von Phagen ist wie bei infektiösen 
rPVX die mögliche Kontaminationsquelle, die aber auch von Ziegler et al. (1998) durch UV-
Bestrahlung vermindert werden konnte. Allerdings stellt die Kontaminationsgefahr eines M13 
Phagen in einem Pflanzenlabor oder Agrarbetrieb ein sehr viel geringeres Risiko dar als die 
Verwendung von Pflanzenviren selbst.  
 
Nach den Ergebnissen dieser Dissertation zu urteilen, scheint das Ty-System für die 
Etablierung von Pflanzenvirus-Kontrollen besser geeignet zu sein, als das PVX-System. 
Dabei ist für die Verwendung eines Standards im Kit-Format insbesondere die fehlende 
Infektiösität der VLPs  von großer Bedeutung.  
Letztendlich wäre ein BNYVV-Nachweis mit rekombinanten scFv-Fusionsproteinen und ein 
Standard, der ebenfalls durch die scFvs nachgewiesen werden kann, erstrebenswert und 
weitere Experimente müssen durchgeführt werden, um die von den scFvs erkannten Epitope 
zu identifizieren und diese dann in geeigneter Form für die Herstellung eines Standards auf 
Partikeln zu präsentieren.   
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Beet necrotic yellow vein virus (BNYVV) ist der Erreger der Zuckerrüben Rizomanie, einer  
wirtschaftlich bedeutenden Viruserkrankung von Pflanzen in Europa. Der Nachweis von 
BNYVV durch monoklonale Antikörper oder Antikörper-Fragmente stellt insbesondere in 
älteren infizierten Zuckerrüben oft ein Problem dar, da der immunodominante C-Terminus 
des viralen Hüllproteins leicht durch Proteolyse abgespalten werden kann. Dadurch ist ein 
eindeutiger Nachweis mit konventionellen Antikörpern, die spezifisch diesen Teil erkennen, 
nicht mehr möglich. 
Mit Hilfe der „Phage display“-Technologie konnten in der vorliegenden Arbeit aus zwei 
naïven, humanen scFv-Bibliotheken scFvs isoliert werden, die spezifisch andere Protease-
stabile BNYVV Epitope erkennen. Durch Fusion der scFvs mit der konstanten Domäne der 
humanen IgG kappa-leichten Kette (CL) bzw. einer modifizierten alkalischen Phosphatase 
(AP/S) aus Escherichia coli sind Beschichtungs- und Nachweisreagenzien für einen 
vollständig rekombinanten (vr)-ELISA hergestellt worden. BNYVV konnte im vr-ELISA mit 
den reaktivsten scFv-Fusionsproteinen (VE91-CL, SR19-AP/S) bis zu einem Detektionslimit 
von 1 ng/ml nachgewiesen werden, wobei diese Sensitivität mit der polyklonaler Antikörper 
vergleichbar ist. Die Expressionsausbeuten der scFv-Fusionsproteine in E. coli lagen 
zwischen 5 und 10 mg pro Liter Kulturmedium.  
In weiteren Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die Bindungseigenschaften des 
scFvs VE91-CL durch Inhaltsstoffe der Zuckerrübe, im Gegensatz zu einigen anderen 
BNYVV-spezifischen scFvs, nicht beeinflusst wurden. Bei elektronenmikroskopischer 
Untersuchung der Bindung von BNYVV-Partikeln stellte sich heraus, dass beide scFvs über 
die gesamte Länge der Partikel binden, wobei „Surface Plasmon Resonance“ (SPR)-
Untersuchungen zeigten, dass annähernd ein 1:1 Verhältnis von gebundenen scFvs zu 
Hüllproteinuntereinheiten erreicht werden kann. Die in den SPR-Studien ermittelten 
scheinbaren Affinitäten liegen für beide scFvs bei 20-40 nM (mittlere Affinität), die der scFv-
Fusionsproteine bei 10-50 nM. 
 
Darüber hinaus wurden zwei verschiedene Systeme zur Produktion von diagnostischen 
Standards in Form von synthetischen Antigenen für den spezifischen Nachweis von BNYVV 
bzw. BSBV (Beet soil borne virus) getestet. Das erste untersuchte Epitop-
Präsentationssystem war Potato virus X (PVX). Nach N-terminaler Fusion der BNYVV 
Epitope ep4, ep6 oder des Doppelepitops ep4ep6 an das PVX Hüllprotein wurde Nicotiana 
benthamina mit den rekombinanten (r)PVX-Konstrukten inokuliert. Alle rPVX riefen in N. 
benthamiana systemische Infektionen mit PVX-typischen Symptomen hervor, die sich nicht 
von denen des PVX Wildtyps unterschieden und auch die Virusausbeute war der des 
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Wildtyps ähnlich. Eine Inaktivierung aufgereinigter PVX-Partikel zur sicheren Verwendung in 
einem Testkit gelang durch kurzzeitige UV Bestrahlung.  
Der Nachweis der auf den rPVX-Partikeln präsentierten BNYVV Epitope mit spezifischen 
mAk war im Western Blot und ELISA erfolgreich, und die Epitope konnten ebenfalls durch 
Immunogoldmarkierung in EM-Untersuchungen auf den rPVX-Partikeln nachgewiesen 
werden. 
In einem Langzeitübertragungsexperiment über mehrere Passagen von rPVX in 
N. benthamiana fanden sich im Bereich der Fremd-Sequenzinsertionen Mutationen und 
Deletionen, die insbesondere positiv geladene AS betrafen und letztendlich dazu führten, 
dass der anfänglich durch die Epitopinsertion erhöhte isoelektrische Punkt der 
rekombinanten Hüllproteine so verändert wurde, dass er wieder identisch oder niedriger als 
der des PVX Wildtyps war.  
 
Alternativ zu PVX-Partikeln wurden Ty1-„virus-like particles“ (VLPs) eines Retrotransposons 
aus Hefe auf ihre Eignung als Präsentationssystem und zur Herstellung synthetischer 
Antigene untersucht. Neben BNYVV Epitop-Insertionen nahe dem exponierten N-Terminus 
des Ty1-VLPs wurden auch Fusionen am intern liegenden C-Terminus vorgenommen. Die 
cytoplasmatische Expression der VLP-Konstrukte in E. coli war erfolgreich und führte zu 
hohen Ausbeuten von durchschnittlich 20 mg p1-379 VLPs pro Liter Kulturmedium. Dagegen 
konnten durch cytoplasmatische Expression in Pichia pastoris sogar bis zu 65 mg Ty1-rVLPs 
pro Liter Kulturmedium gewonnen werden. Allerdings wurden bei EM-Untersuchungen der in 
P. pastoris produzierten VLPs sehr viel weniger Partikel beobachtet als bei den in E. coli 
exprimierten. Es wird angenommen, dass bei Produktion in P. pastoris co- oder post-
translationale Modifikationen, wie z.B. N-Azetylierung, die Bindungsfähigkeit an Kohlenstoff-
beschichtete Grids herabsetzen, so dass in EM-Studien weniger Partikel beobachtet werden. 
Diese Modifikationen können sich auch auf die Detektion der präsentierten Epitope 
auswirken.  
Die Partikelmorphologie der in E. coli oder P. pastoris produzierten VLPs war in den EM-
Untersuchungen nicht zu unterscheiden und stimmte mit der von Wildtyp Ty1-VLPs aus 
Saccharomyces cerevisiae überein. 
Zusätzlich zu den BNYVV Epitopen wurde auch ein Ty-Konstrukt mit dem im „Peptide 
display“ isolierten BSBV Epitop erfolgreich cytoplasmatisch in E. coli exprimiert. Dieses auf 
Ty1 präsentierte Epitop konnte wie auch alle BNYVV Epitope im ELISA und im Western Blot 
mit spezifischen Antikörpern nachgewiesen werden.  
Die Stabilität von Reagenzien für die Verwendung in einem EU-weit vertriebenen Standard 
ist besonders wichtig. Die rVLPs waren nach Zugabe eines Protease-Inhibitormix bei 4°C bis 
zu 4 Monate ohne nennenswerten Reaktivitätsverlust (~10%) stabil.  
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